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¡.Abreviaturas
INGLES ESPAÑOL
ac acetylation acetilación
ARDS acute respiratory distress syndrome síndrome de distrés respiratorio agudo
ASK apoptosis signal-regulated kinase quinasa regulada por señal de apoptosis
ATF-2 activating transcription factor factor activador de la transcripción
Brg-1 Brahma related gene gen relacionado con Brahma
Brm Brahma Brahma
BSA bovine serum albumin albúmina de suero bovino
pCAF P300/CBP associated factor factor asociado a p300/CBP
CBP CREB binding protein proteína de unión a CREB
CCK colecystokinin colecistoquinina
C/EBP CAAT/enhancer binding protein proteína de unión al enhancer CAAT
ChIP Chromatin Immunoprecipitation inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina
CoREST REST co-repressor correpresor de REST
CRE AMPc response element elemento de respuesta al AMPc
CREB CRE binding protein proteína de unión a CRE
CtBP C-terminal binding protein proteína de unión a C-terminal
DAPI (2-(4-amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride 4\6-diamide-2'-phenylindole dihydrochloride)
DMSO dimethylsulfoxide dimetilsulfóxido
DIVIEM dulbecco's modified Eagle's médium
EBS egr-1 binding site sitio de unión para egr-1
Egr-1 early growth response gen de respuesta temprana al crecimiento
ERK extracellular-signal regulated kinase quinasa regulada por señal extracelular
FADD fas protein associated dead domain proteína fas asociada al dominio de muerte celular
GCN5 general non-dereprimible coactivator coactivador general no desreprimible
GCS Y-glutamilcystein sinthetase Y-glutamilcisteína sintetasa
GNAT GCN5-related N-acetyltransferase N-acetiltransferasa relacionada con GCN5
H histone histona
HAT histone acetyltransferase histona acetiltransferasa
HDAC histone deacetylase histona desacetilasa
HMG high mobility group protein proteína de alta movilidad electroforética
HMT histone methyltransferase histona metiltransferasa
HSP heat shock protein proteína de estrés térmico
Icam Intercellular adhesión molecule molécula de adhesión intercelular
ICE IL-1 converting enzyme enzima convertidora de IL-1
IFN interferon interferon
IKK IkB kinase quinasa IkB
IL interleukin Interleuquina
INHAT HAT inhibitor inhibidor de HAT
IP immunoprecipated fracción ¡nmunoprecipitada
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JAK janus kinase Janus quinasa
JNK c-jun NH2-terminal kinase c-jun NH2 -terminal quinasa
K lysine lisina
KO Knock out
LPS Lipopolysaccharide lipopolisacárido bacteriano
LT lymphotoxin linfotoxina
MAPK mitogen activated protein-threonin kinase
proteín-treonin quinasa activada por 
mitógenos
Me methylation metilación
MCP monocyte chemoattractant protein proteína quemotáctica de monocitos
MEF myocite-specific enhancer factor factor enhacer específico de miocitos
MIP macrophage inflammatory protein proteína inflamatoria de macrófagos
MNasa Micrococcal nuclease nucleasa de micrococo
MODS múltiple organ dysfunction syndrome síndrome de disfunción multiorgánica
MOPS 3-(N-morpholine) propane sulpho- nate 3-(N-morfolino) propano sulfonato
MSK1 mitogen stress kinase quinasa de estrés por mitógenos
MYST Moz, Ybif-2/Sas3, Sas2 y Tip60
N-CoR nuclear receptor co-repressor co-represor del receptor nuclear
NEMO NF-kB essential modulator modulador esencial del factor NF-kB
NFAT nuclear factor activated of T cells factor nuclear de células T activadas
NF-kB nuclear factor kB factor nuclear kB
NGF nerve growth factor factor de crecimiento nervioso
NOS nitric oxyde synthase óxido nítrico sintetasa
NuRD nucleosome remodelling and histone deacetylation complex
complejo de remodelación de nucleoso- 
mas y de desacetilación de histonas
OD optic density densidad óptica
PA acute necrotic pancreatitis pancreatitis aguda necrótica
PAF platelet activation factor factor de agregación plaquetaria
PCR C reactive protein proteína C reactiva
PCR polymerase Chain reaction reacción en cadena de la polimerasa
PDGF plateled derived growth factor factor de crecimiento derivado de pla­quetas
PI3K phosphatidylinositol 3 kinase quinasa del fosfatidil inositol 3 fosfato
PK protein kinase protein quinasa
PRMT protein arginine methyltransferase proteín-arginina metiltransferasa
pRB retinoblastome protein proteína del retinoblastoma
RE repressor element elemento represor
RIP receptor interacting protein proteína de interacción con receptor
RNS reactive nitrogen species especies reactivas del nitrógeno
ROS reactive oxygen species especies reactivas del oxígeno
SAGA Spt-Ada-GCN5 acetyltransferase Spt-Ada-GCN5 acetiltransferasa
SAM S-adenosil-L-methionine S-adenosíl-L-metionína
SAPK/JNK stress activated protein kinase/c-jun protein quinasa activada por estrés/c-jun
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¡.Abreviaturas
NH2-terminal kinase NFh-terminal quinasa
SET Su(var) 3-9 enhancer of Zeste and Trithorax
Su(var) 3-9 enhancer de Zeste y 
Trithorax
SIRS systemic ¡nflammatory response syndrome
síndrome de respuesta inflamatoria 
sistémica
SMRT silencing mediator of retionic acid and tyroid hormona receptor
mediador del silenciamiento del ácido 
retinoico y hormona tiroidea
SRE serum response element elemento de respuesta a suero
SRF serum response factor factor de respuesta al suero
STAT signal transducer and activators of transcription
transductor de señal y activador de la 
transcripción
TGF transforming growth factor factor de crecimiento transformante
TNF tumor necrosis factor factor de necrosis tumoral
TNFR TNF receptor receptor del TNF
TRADD TNF receptor associated dead domain
dominio de muerte asociado al receptor 
TNF
TRAF TNF receptor associated factor factor asociado al receptor de TNF
TSA trichostatin A tricostatina A
VCAM vascular cell adhesión molecule molécula de adhesión a célula vascular
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II. Introducción
II. Introducción
1. REGULACIÓN DE LA CROMATINA
Desde el siglo pasado se conoce que dentro del núcleo de las células euca- 
riotas la información genética se encuentra en un polímero estructural formado por 
DNA y proteínas. La estructura y composición de este complejo, denominado croma- 
tina, comenzó a vislumbrarse gracias a los avances en el campo de la bioquímica. 
Entre ellos destacan el descubrimiento de la a-helice (Pauling et al., 1951), la estruc­
tura de doble hélice del DNA (Watson y crick, 1953), el fraccionamiento de las histo­
nas (Johns, 1969) y el descubrimiento de la asociación entre modificaciones de las 
histonas y la transcripción de la cromatina (Allfrey et al., 1964). Posteriormente, el 
desarrollo de técnicas de visualización por microscopía electrónica permitió describir 
la cromatina como una estructura en forma de “collar de perlas” (Olins y Olins, 1974). 
Análisis adicionales permitieron a Komberg proponer que la cromatina existe como 
una estructura repetitiva de unidades fundamentales denominadas nucleosomas 
(Komberg, 1974).
1.1. El nucleosoma
El nucleosoma está formado aproximadamente por 200 pb de DNA (depen­
diendo del genoma eucariótico) que rodean al core o partícula núcleo de histonas, el 
cual está formado por dos copias de cada una de las histonas internas H2A, H2B, H3 
y H4 (figura 1A). La organización de las histonas internas que forman el core internoI
consiste en un tetrámero de H3/H4 y dos dímeros de H2A/H2B. El core derivado de la 
digestión con nucleasa de la cromatina consiste en un octámero de histonas y un 
fragmento de DNA de 147 pares de bases que describe una superhélice alrededor de 
la partícula núcleo con aproximadamente 90 pb por vuelta (figura 1B) (Thomas y 
Komberg, 1975; Richmond, 1985; Richmond y Davey, 2003). El resto de DNA nucleo- 
somal entre dos partículas núcleo se denomina DNA espaciador y está asociado con 
la histona H1 (reemplazado en algunas células por H5). Esta histona estabiliza las 
primeras 20 pb DNA salientes de la partícula núcleo que conforman finalmente la 
estructura del nucleosoma.
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Figura 1. (A) Estructura del “histone FolrT de las histonas internas H2A, H2B, H3 y H4. (B) Es­
tructura por difracción de rayos X de la partícula núcleo a 2 Á de resolución. (C) Niveles estructu­
rales de orden superior de la cromatina.
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Las historias, proteínas cuya secuencia está altamente conservada, adoptan 
una estructura característica en la que destaca un motivo estructural muy conservado 
denominado “historie fold". Este dominio se compone aproximadamente de 65 ami­
noácidos que se estructuran en una helíce a  central, separada mediante dos giros de 
hojas p de dos hélices a  en los extremos (figura 1A) (Arents et al., 1991). Estudios 
posteriores indicaron que el “motivo de historia” dirige la organización de las histonas 
en la partícula núcleo, así como la interacción histona-DNA en el nucleosoma (Luger 
et al., 1997; Luger, 2003). Del mismo modo se observó que la colas N-terminales, que 
también están altamente conservadas entre especies, sobresalen de la partícula nú­
cleo pudiendo interactuar con nucleosomas adyacentes. Estas colas, que presentan 
una estructura flexible e irregular (Luger et al., 1997), son extremadamente básicas 
por su alto contenido en residuos de lisina y arginina. Estos residuos básicos son 
principalmente los aminoácidos proclives a modificaciones covalentes. Estas modifi­
caciones son esenciales para la regulación de la cromatina y la formación de estructu­
ras de orden superior (Tumer, 1993; Jenuwein y Allis, 2001). La implicación de estas 
modificaciones covalentes en la regulación de la expresión génica se tratará en pro­
fundidad más adelante.
Como se ha indicado, el DNA espaciador entre dos partículas núcleo está 
asociado con la histona H1. Existen diferentes variantes de la histona H1 que consti­
tuyen una familia compleja de proteínas. Estas variantes, además de conferir especi­
ficidad de tejido, pueden controlar la formación de estructuras de orden superior y 
regular la accesibilidad de la cromatina estabilizando la posición de los nucleosomas 
(Khochbin, 2001; Bustin et al., 2005). La unión de los nucleosomas consecutivos for­
ma el nucleofilamento y a su vez, el plegamiento del nucleofilamento implica la forma­
ción de estructuras superiores de la cromatina que van desde la fibra de 30nm o so- 
lenoide durante la interfase, hasta la formación de cromosomas altamente compacta­
dos durante la mitosis. En estos procesos de establecimiento y regulación de la cro­
matina aún no conocidos en detalle, intervienen también proteínas no histonas, prin­
cipalmente las proteínas de alta movilidad (HMGs), así como, poliaminas y iones diva- 
lentes (figura 1C).
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1.2. La cromatina en la regulación qénica
Aunque la cromatina es una estructura muy dinámica, las interacciones entre 
el DNA y las histonas en el nucleosoma dificultan los procesos de transcripción, repa­
ración y replicación del DNA (Lorch et al., 1987). Es conocido que la presencia de 
nucleosomas constituye un obstáculo para la interacción con el DNA de los factores 
transcripcionales y la maquinaria transcripcional (Struhl, 1998). Por ello, durante su 
evolución las células eucariotas han perfeccionado mecanismos coordinados de ac­
ción directa sobre los nucleosomas para controlar el carácter represor de la cromatina 
en la regulación génica, como modificaciones covalentes post-traduccionales de la 
histonas (Zhang y Reinberg, 2001), remodelación de la cromatina (Becker y Horz, 
2002), metilación del DNA (Keshet et al., 1986), ensamblaje de las variantes de las 
histonas y expresión de RNA no codificantes (Khorasanizadeh, 2004). El conjunto de 
estos procesos de control de la transcripción génica y estructura de la cromatina son 
el objeto de estudio de la epigenética. Esta se puede definir como el conjunto de los 
cambios heredables en la expresión génica, que no implican cambios en la secuencia 
del DNA, es decir aquéllos que vienen determinados por la estructura y las modifica­
ciones de la cromatina (Wu y Morris, 2001; Wolffe y Matzke, 1999).
En este trabajo nos limitaremos a los dos mecanismos más importantes de la 
regulación génica: las modificaciones de las histonas y la remodelación de la cromati­
na. Su interés radica en que estas dos actividades están conectadas funcionalmente 
con la regulación génica. De este modo, la acción combinada de las modificaciones 
de histonas y la remodelación podría abrir directamente la estructura de la cromatina 
permitiendo el acceso de factores y de la maquinaria transcripcional a los promotores 
para iniciar la transcripción. En apoyo a esta idea, se ha descrito que el reclutamiento 
de factores remodelantes de la cromatina y de complejos modificadores de histonas 
(en especial acetiltransferasas) en los mismos promotores es esencial para la activa­
ción génica (Struhl, 1998).
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1.2.1. Modificaciones de la cromatina
Como comentábamos anteriormente, los extremos N-terminales de las histo­
nas están altamente conservados entre los eucariotas. Estas colas terminales sobre­
salen del nucleosoma y de este modo podrían ser diana para diferentes maquinarias 
enzimáticas. Éstas originan diferentes tipos de modificaciones covalentes en las his­
tonas, lo que ha sido asociado con cambios en la estructura y función del nucleoso­
ma. Las modificaciones covalentes de las histonas están implicadas en varios proce­
sos nucleares como transcripción, replicación, reparación, segregación cromosómica, 
etc (Berger, 2002). Entre estas modificaciones se incluyen la acetilación, la metila- 
ción, la fosforilación, la ADP-ribosilación, la ubiquitinación, la sumoilación y la biotinili- 
zación (figura 2). En este trabajo nos limitaremos a describir los aspectos más desta­
cados de las dos primeras, poniendo especial énfasis en la acetilación de histonas.
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Figura 2. Mapa de las modificaciones postraduccionales de las histonas. Las posiciones de la modi­
ficaciones se muestran en verde (Ac): acetilación, en negro (Me): metilación en arginina, en rojo (Me): 
metilación en lisina y en azul (P): fosforilación.
1.2.1.1. Acetilación de histonas
De entre todas las modificaciones postraduccionales de las histonas, la aceti­
lación es con diferencia la más estudiada (Grunstein, 1997). De modo general, desde
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el primer artículo que describía este proceso (Allfrey et al., 1964), la acetilación de los 
extremos N-terminales de todas las histonas, en especial H3 y H4, se ha correlacio­
nado directamente con la activación transcripcional (Struhl, 1998; Kornberg y Lorch, 
1999; Sterner y Berger, 2000; Chen et al., 2001; Roth et al., 2001). El hecho de aso­
ciar la acetilación de histonas con un estado activo de la cromatina procede de la 
observación de que las fracciones de cromatina transcripcionalmente activas estaban 
enriquecidas en histonas acetiladas, mientras que las regiones tanscripcionalmente 
reprimidas en heterocromatina facultativa o constitutiva resultaban estar hipoacetila- 
das (Spencer y Davie, 2001; Hebbes ef al., 1988; Jeppesen y Tumer, 1993).
El primer modelo propuesto para el mecanismo de acción de la acetilación de 
histonas sugiere que cuando las lisinas no se encuentran acetiladas, presentan ma­
yor carga positiva y ello podría favorecer la interacción de los extremos N-terminales y 
el DNA, de modo que se formaría una cromatina compacta y refractaria a la activa­
ción génica. Puesto que se pensaba que las colas de las histonas interaccionaban 
con el DNA del propio nucleosomas, se admitía que el proceso de acetilación, al neu­
tralizar la carga positiva, podría relajar la estructura nucleosomal. El descubrimiento 
de que las colas de las histonas parecen interaccionar con nucleosomas vecinos (Lu­
ger et al, 1997) llevó a pensar que el relajamiento se produciría a nivel de las estruc­
turas de orden superior de la cromatina (Luger y Richmond, 1998). A pesar de que el 
modelo parece ser un factor importante en el mecanismo de acción de la acetilación, 
hoy en día se conoce que el proceso es en realidad mucho más complejo.
Efectivamente, los efectos funcionales de las modificaciones de las histonas 
dependen no solo de cambios estructurales mediados por la neutralización de la car­
ga, sino también de los aminoácidos específicos que son modificados (Loidl, 1988). 
Por tanto, recientemente se ha propuesto un modelo, compatible con el anterior, que 
considera que las acetilaciones en las colas de las histonas constituyen marcas en la 
superficie nucleosomal que pueden ser reconocidas por diferentes proteínas no histo­
na para alterar el estado funcional de la cromatina en concierto con otras marcas de 
las histonas (Tumer, 1993; Strahl y Allis, 2000). Una evidencia que apoya este mode­
lo es que ciertas modificaciones generan interacciones fuertes in vitro con dominios
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de proteínas que se asocian a cromatina y se correlacionan in vivo con el recluta­
miento de estas proteínas (Berger, 2002). Un ejemplo es el bromodominio, un domi­
nio presente en las histona acetiltransferasas (HATs), que se ha demostrado que 
interacciona específicamente con lisinas acetiladas.
En la mayoría de las especies, la acetilación afecta principalmente a determi­
nados residuos de lisina en los extremos N-terminal de las histonas H3 y H4. En la 
histona H3 las principales lisinas son la 9, 14, 18, 23 y 27, mientras que en la histona 
H4 son las lisinas 5, 8, 12 y 16 (Thorne et al., 1990; Grunstein, 1997). Además, la 
acetilación puede actuar también como una señal altamente específica para alterar 
las interacciones histona-proteína (Loidl, 1994; Kouzarides, 2000) debido a que pro­
teínas no histona son acetiladas y desacetiladas por los mismos enzimas (Roth et al., 
2001; Zhang et al., 2003).
La acetilación de histonas es reversible y dinámica. Dos tipos de complejos 
enzimáticos con actividad opuesta, histona acetiltransferasas (HAT) e histona desace- 
tilasas (HDAC), son los responsables del establecimiento y mantenimiento de los 
patrones de acetilación en las histonas.
1.2.1.1.1. Histona acetiltransfersas (HAT)
Las histona acetiltransferasas (HAT) son enzimas que transfieren grupos ace- 
tilo desde el acetil-coenzima A al grupo e-amino de residuos de lisina conservados de 
las colas N-terminales que sobresalen de la partícula núcleo (Loidl, 1994) (Roth et al.,
2001). Como hemos comentado, esta reacción es reversible a través de la acción 
enzimática de las histona desacetilasas (HDAC) (figura 3).
Las enzimas HAT forman parte in vivo de complejos multiproteicos de alto 
peso molecular. Históricamente, los complejos HAT fueron clasificados en dos grupos 
(tipo A y B) basándose en su localización subcelular y las funciones que se les atri­
buían. Así pues las HAT tipo A eran nucleares y estaban implicadas en procesos
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Figura 3. Reacciones enzimáticas catalizadas por las histona acetiltransferasas (HAT) y las histona
desacetilasas (HDAC).
relacionados con la dinámica de la cromatina, incluyendo la regulación de la trans­
cripción (Brownell y Allis, 1996), mientras que las HAT tipo B eran citoplasmáticas y
de histonas sintetizadas de novo desde el citoplasma al núcleo para el ensamblaje en 
nuevo DNA replicado (Ruiz-Carrillo et al., 1975; Allis et al., 1985). Sin embargo, un 
estudio en levadura describió que Hat1, una subunidad del complejo HAT-B, también 
podría encontrarse en el núcleo (Ruiz-Garcia et al., 1998). Incluso, recientemente se 
ha demostrado por inmunolocalización que HAT B se encuentra en el núcleo, y no en 
el citoplasma, como anteriormente se pensaba (Poveda et al., 2004). Por tanto esta 
clasificación resulta inapropiada, por lo menos en lo que respecta a su localización 
subcelular.
Por otro lado, las proteínas con actividad HAT descritas en diferentes orga­
nismos que constituyen las subunidades catalíticas de los complejos HAT, han sido 
clasificadas en cinco familias diferentes en base a la analogía estructural y a sus dife­
rentes dominios identificados (Kurdistani y Grunstein, 2003; Utley et al., 1998). En la 
tabla 1 se muestran las cinco familias, las proteínas HAT que forman cada familia y 
los complejos de los que se conoce que forman parte (tabla 1).
Estas proteínas presentan alta homología dentro de una familia, pero poca 
entre diferentes familias (Berger, 2002). La familia GNAT (Gcn5-relacionada N-
estaban implicadas en la catálisis de la acetilación en eventos asociados al transporte
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acetiltransferasa) está compuesta por enzimas HATs que presentan similitud secuen- 
cial y estructural con el enzima GCN5 de Sacharomyces cerevisiae. Comparten diver­
sos dominios funcionales como el dominio HAT, un dominio de unión al coactivador 
Ada2 y un bromodominio en región c-terminal que interacciona con lisinas acetiladas 
(Ornaghi et al., 1999). La familia MYST (Moz, Ybf-2/Sas3, Sas2 y TipóO) se caracteriza 
por contener un dominio con dedos de Zinc y un cromodominio que reconoce lisinas 
metiladas en histonas (Brehm etal., 2004). Mientras que la familia CBP/p300 contiene 
un bromodominio y tres dominios ricos en cisteína/histidina (TAZ, PHD y ZZ) que se 
piensa que están implicados en interacciones proteína-proteína.
Tabla 1. Clasificación de las enzimas histona acetiltransferasas HAT. En la primera columna se 
indican las subunidades conocidas en cada familia y entre paréntesis los complejos de los que forman 
parte. En la segunda columna se relacionan las funciones principales conocidas y en la última columna se 
indican los sustratos de las enzimas, y: levadura; f :  mosca; h: humano. Basada en artículos de Stemer y 
Berger (2000) y de Roth et al (2001).
Superfamiiia
GNATs
yGCNS (SAGA, ADA, HAT- 
A2, SLIK y SALSA) 
yEip3 
yHpa2
hPCAF (PCAF)
Hati (HATb y HAT-A3)
Reparación, coactivación
Elongación 
Desconocida 
Coactivación 
Emsanblaje de histonas
H3/H2B
H3/H4
H3/H4
H3/H4
H4
Familia MYST
yEsal (NuA4 y picNuA4) 
ySas2 (complejo SAS) 
ySas3 (NuA3) 
fMOF (MSL) 
hMORF
hTip60 (complejo Tip60)
Reparación, ciclo celular 
Silenciamiento 
Silenciamiento 
Compensación 
Desconocida 
Transcripción, repara­
ción
H4/H2A
H4
H3
H3/H4/H2A
H3/H4
H4
P300/CBP p300CBP
Coactivación
Coactivación
H3/H4/H2A/H2B
H3/H4/H2A/H2B
Factores de 
transcripción
yNutl (complejo mediador) 
yTAFn145 y homólogos 
(TFIID de RNApol II) 
hTFIIC (Complejo de RNA­
pol III) 
hATF2
Mediador de RNApol II 
Complejo de transcrip­
ción
Complejo de iniciación 
Factor de unión de DNA
H3
H3
H3/H4
H4/H2B
Coactivadores 
de receptores 
nucleares
ACTR
SRC1
TIF2
Coactivador
Coactivador
Coactivador
H3/H4
H3/H4
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Asimismo se ha encontrado actividad HAT en factores de transcripción y cofactores 
de receptores nucleares (Roth et al., 2001).
Es de destacar que la actividad HAT puede ser regulada por asociación con 
proteínas específicas y por modificaciones postraduccionales. Por un lado, se ha des­
crito que algunas HAT se asocian con otras HAT e incluso con HDAC alterando su 
actividad in vivo. Por ejemplo p300/CBP interacciona con GCN5/pCAF (General No- 
desreprimible Coactivador 5), SRC-1 y SRC-3 (coactivadores del receptor esteroideo 
1 y 3), mientras que en células HeLa, pCAF se asocia con HDAC1 (Roth et al., 2001) 
(Yamagoe et al., 2003). Por otro lado, se ha descrito que muchas HATs son modifica­
das covalentemente (acetilación, fosforilación, metilación y ubiquitinilación) aunque 
no se conoce su relevancia fisiológica (Yuan et al., 2002; Xu et al., 2001; Legube et 
al., 2002). Sólo en el caso de pCAF se ha descrito que su autoacetilación incrementa 
su actividad (Santos-Rosa et al., 2003).
Los enzimas HAT no sólo actúan sobre histonas, sino que también pueden 
acetilar otras proteínas, tales como proteínas de la cromatina (HMG), activadores 
transcripcionales (p53, E2F1, etc), reguladores del ciclo celular (pRb), proteínas es­
tructurales (tubulina), etc (Marmorstein y Roth, 2001; Zhang et al., 2003; Kouzarides, 
2000). A esta actividad HAT que acetila además de histonas otras proteínas regulado­
ras se le denomina “factor acetyltransferase" (FAT). Esta actividad FAT está implicada 
en la regulación de la actividad y estabilidad de proteínas y de interacciones proteína- 
proteína. De este modo, los complejos HAT han sido relacionados con otros muchos 
procesos fisiológicos, además de la regulación de la transcripción génica, como son la 
progresión del ciclo celular, la recombinación y reparación del DNA, apoptosis, la 
elongación de la transcripción, etc (Kurdistani y Grunstein, 2003; Roth et al., 2001; 
Sterner y Berger, 2000; Carrozza et al., 2003).
1.2.1.1.2. Histona desacetilasas (HDAC)
Las histona desacetilasas (HDAC) son enzimas que revierten la reacción de 
acetilación (figura 3), produciendo una hipoacetilación de la cromatina que se asocia 
con la represión de la expresión génica y el silenciamiento (Turner, 2000).
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Se conocen dos familias de HDAC humanas: la familia similar a Sir2 de le­
vadura, que comprende enzimas dependientes de NAD+ y la familia clásica de 
HDACs que comparten un dominio central desacetilasa como sitio catalítico que con­
tiene un catión de zinc (tabla 2).
En la familia relacionada con Sir2 se han descrito hasta la fecha 7 compo­
nentes (Sir1-7). De modo general se han relacionado con el silenciamiento de los 
centrómeros y la asociación con correpresores de la transcripción (Rosenberg y Par- 
khurst, 2002). Sin embargo la función biológica de la mayoría de ellos no se conoce 
todavía (Blyer y Guarente, 2004).
Tabla 2. Clasificación de las enzimas histona desacetilasas HDAC. Se muestran las familias HDAC 
de levadura y humanos. Las familias HDAC y Sir2 son subdivididas en varias clases dependiendo de su 
homología de secuencia.
Origen
Subfamilia HDAC Subfamíla S1R2
Clase 1
Levadura
Rpd3
Hos1
Hos2
Hos3
Hda1 Sir2
Hst1
Hst2
Hst3
Hst4
Humano
HDAC1
HDAC2
HDAC3
HDAC8
HDAC4
HDAC5
HDAC7
HDAC9
HDAC10
HDAC11 SIRT1
SIRT2
SIRT3
SIRT4 SIRT5 SIRT6
SIRT7
En la familia clásica de HDACs se diferencian filogenéticamente dos clases 
denominadas clase I y clase II. La clase I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDAC8) son 
homólogos al regulador transcripcional Rpd3 de levadura, se localizan en el núcleo y 
se expresan de forma ubicua. HDAC1 y HDAC2 sólo son activos cuando forman parte 
del centro catalítico de complejos proteicos como Sin3, Mi-2/NuRD (complejo de re- 
modelación de nucleosomas y desacetilación de histonas) y Co-REST (correpresor de 
REST) (Zhang et al., 1998; You et al., 2001; Tong et al., 1998). Los complejos Sin3 y 
NuRD, además de HDAC1 y HDAC2 contienen RbAp48, que se une directamente a 
H4 acetilada y a otros factores que modulan la actividad (Ng y Bird, 2000) y el reclu­
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tamiento de esos complejos al promotor de los genes (Zhang et al., 1999). Por su 
parte, HDAC3 realiza su función represora formando parte de los complejos SMRT 
(receptor mediador del silenciamiento del acido retinoico y de la hormona tiroidea) y 
N-CoR (correpresor del receptor nuclear) (Fischle et al., 2002). Hasta la fecha no se 
ha encontrado un complejo del que forme parte HDAC8 y no está claro que esta en­
zima desacetile histonas in vivo (Waltregny et al., 2005).
La clase II (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10, HDAC11) 
presenta dominios similares a la desacetilasa de levadura HDA1 (de Ruijter et al.,
2003) y su expresión es dependiente de tejido. Esta clase se puede dividir en dos 
subgrupos: clase lia y clase llb. Sin embargo, la HDAC11 comparte características de 
los dos grupos por lo que su inclusión en uno otro grupo es todavía confusa.
Por un lado, las enzimas de la clase lia (HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDAC9) 
comparten la región N-terminal que contiene dominios de interacción con factores de 
transcripción, como por ejemplo la familia del factor activador de miocitos 2 (MEF2) y 
de la proteína de unión a C-terminal (CtBP), etc. Todas las HDAC de la clase lia con­
tienen una señal de localización nuclear flanqueada por dos sitios conservados de 
fosforilación y además pueden interaccionar mediante su extremo C-terminal con 
SMRT/N-CoR junto a HDAC3 (Yang et al., 2002). Por otro lado, la clase llb (HDAC6 y 
HDAC10) contiene dominios catalíticos duplicados, se encuentra principalmente en el 
citoplasma y se transloca al núcleo en respuesta a ciertos estímulos (Verdín et al.,
2003).
1.2.1.2. Metilación de histonas
Otra de las modificaciones de histonas relacionadas con la regulación de la 
cromatina es la metilación de histonas que se ha asociado principalmente tanto a 
procesos de represión y formación de heterocromatina como de activación transcrip­
cional (Kouzarides, 2002). La metilación de residuos de lisina y arginina de las histo­
nas H3 y H4 está catalizada por una familia de proteínas denominada histona metil- 
transferasas (HMT). Estas enzimas catalizan la transferencia de grupos metilo desde
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S-adenosil-L-metionina (SAM) a los residuos de lisina 4, 9, 27, 36 y 79 (Feng et al., 
2002) de H3 y lisina 20 de H4, así como a los residuos de arginina 8,17 y 26 (in vitro) 
en H3 y arginina 3 en H4 (Pal et al., 2004). Al contrario que la acetilación, la metila­
ción no altera la carga de la cola terminal de la histona aunque incrementa su hidrofo- 
bicidad (Peters y Schubeler, 2005).
La función de la metilación no solo depende de qué residuo es afectado, sino 
que también depende de su grado de metilación y de la interconexión establecida con 
otras modificaciones (Lachner et al., 2003).
Respecto al grado de metilación, las argininas pueden ser mono- o di- 
metiladas de forma simétrica o asimétrica por las enzimas “proteína arginina metil- 
transferasas” (PRMT), mientras que las lisinas pueden ser mono, di o trimetiladas por 
miembros de la familia HMT. Un ejemplo que muestra cómo el diferente grado de 
metilación determina una función diferencial es la metilación de H3K4. En eucariotas 
superiores esta modificación ha sido correlacionada con activación transcripcional, ya 
que es específica de regiones transcripcionalmente activas de la eucromatina (Noma 
et al., 2001). Sin embargo, en levadura existen zonas silenciadas que presentan un 
enriquecimiento en la metilación de H3K4. La explicación a esta doble función puede 
ser debida al grado de metilación. Parece ser que la lisina 4 trimetilada es una marca 
sólo en zonas activas, mientras que la dimetilación aparece tanto en zonas activas 
como silenciadas (Santos-Rosa et al., 2002).
Respecto a la interconexión con otras modificaciones, se han descrito múlti­
ples funciones adscritas a lisina 9 de H3 dependiendo de su relación con modificacio­
nes vecinas. Por ejemplo, la metilación H3K9, es una marca que sirve como sitio de 
unión para el reclutamiento de la proteína de heterocromatina 1 (HP1) que, a su vez 
puede oligomerizar estableciendo la estructura de heterocromatina. Por ejemplo, la 
metilación combinada de H3K9, H3K27 y H4K20 se ha correlacionado con silencia­
miento transcripcional, inactivación de cromosoma X en mamíferos y en heterocroma­
tina pericéntrica (Chadwick y Willard, 2004; Kourmouli et al., 2004). Además, se ha 
descrito que la unión de HP1 a la histona H3 es más estable si se encuentra simultá-
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neamente metilada K9 y fosforilada la serina 10 (H3K9me S10Ph). Sin embargo, la 
coexistencia de estas modificaciones con la H3K14 acetilada por p300/CBP (H3K9me 
S10ph K14ac) no permite la unión de HP1, por lo que sugiere que, en este contexto, 
la metilación de K9H3 podría estar implicada en activación transcripcional (Vandel y 
Trouche, 2001; Zhang y Reinberg, 2001).
1.2.1.3. Otras modificaciones de la cromatina
La fosforilación de residuos de serina y treonina es otra de las modificaciones 
que afectan a las histonas y que es catalizada por las proteína denominadas histona 
quinasas (HK). La fosforilación introduce dos cargas negativas en el residuo modifi­
cado, hecho que se ha relacionado tanto con activación transcripcional como con 
condensación mitótica (Nowak y Corees, 2004). En este sentido, la fosforilación de H3 
en serina 10 está relacionada con diferentes etapas de la mitosis (Barber et al., 2004), 
sin embargo esta modificación también está presente en los promotores de ciertos 
genes inmediato-tempranos, en los que juega un papel en la activación génica (Dunn 
y Davie, 2005; Prigent y Dimitrov, 2003).
La poli ADP-ribosilación es el mareaje con el polímero poli ADP-ribosa de las 
histonas a través de los grupos y-carboxilo de los residuos de glutámico. Esta modifi­
cación se ha asociado con la respuesta al daño en el DNA, activación transcripcional 
y silenciamiento (D'Amours et al., 1999).
La ubiquitinación de lisinas es catalizada por un sistema de tres enzimas con­
jugantes de ubiquitina: E1 (enzima activador de ubiquitina), E2 (enzima conjugante) y 
E3 (ubiquitina ligasa). Esta modificación en H2B está implicada en posteriores modifi­
caciones de histonas y en procesos de transcripción (Osley, 2004; Conaway et al.,
2002).
La sumoilación es una modificación que se ha relacionado con activación 
transcripcional (Nathan et al., 2003). Otras modificaciones de las histonas son glicosi- 
lación, biotinilación, etc.
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Recientemente se ha descrito que las modificaciones postraduccionales no 
son exclusivas de las colas N-terminales, ya que se han identificado diferentes modi­
ficaciones en residuos de la región globular de las histonas que pueden contribuir 
también a modular la función del nucleosoma (Freitas et al., 2004; Khorasanizadeh,
2004). El hecho de que gran cantidad de los residuos modificables de la región globu­
lar se localicen en la superficie exterior del octámero, en concreto en la interfase de 
interacción entre el DNA y el nucleosoma, ha permitido a Cosgrove y colaboradores 
(2004) sugerir la hipótesis de que estos residuos podrían estar implicados en la regu­
lación de la asociación del octámero de histonas con el DNA (Cosgrove et al., 2004). 
Como consecuencia de esta idea, se podrían clasificar las modificaciones de histonas 
en dos tipos: la clase I, aquellas que afectan principalmente a las colas de las histo­
nas y que están implicadas en el reclutamiento de complejos reguladores de la cro­
matina, y clase II, aquellas localizadas en el dominio globular y que se asociarían a la 
regulación de las interacciones entre el octámero de histonas y el DNA.
1.2.2. Remodelación de la cromatina
La organización del DNA en una estructura que se ha considerado que posee 
carácter represivo como es la cromatina, debe ser compatible con la unión de factores 
que regulan la replicación, transcripción, recombinación y reparación del DNA 
(Muchardt y Yaniv, 1999). En base a esta idea se han descrito diversos complejos 
multi prote icos que utilizan la energía de hidrólisis del ATP para alterar las interaccio­
nes DNA-histonas en los nucleosomas, lo que parece facilitar el acceso de los facto­
res proteicos al DNA. Estos complejos se han denominado remodeladores de la cro­
matina (Becker y Horz, 2002).
A pesar de que todavía no se ha esclarecido el modo por el cual se incremen­
ta el acceso al DNA, hasta la fecha se han propuesto diferentes mecanismos de ac­
ción de los complejos remodelantes. En este sentido, pueden catalizar la movilización 
y reubicación de los nucleosomas, la transferencia de una partícula núcleo desde un 
molde de DNA a otro diferente, la conversión en estructuras similares a dinucleoso- 
mas a partir de monoculeosomas o la generación de torsión superhelicoidal en el
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DNA (Lusser y Kadonaga, 2003). En unos trabajos de 2003 se ha ampliado el espec­
tro de actividades de los complejos remodeladores, añadiendo otros dos: el de la 
completa eliminación del nucleosoma “histone eviction” (Reinke y Horz, 2003), la eli­
minación sólo del dímero H2A/H2B (Flaus y Owen-Hughes, 2004) y el intercambio de 
histonas estándar por variantes de histonas (Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al.,
2004).
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Figura 4. Clasificación de los complejos de remodelación de la cromatina. Los miembros de los 
complejos se representan como óvalos indicándose su tamaño aproximado y el número de subunidades. 
y: levadura; d: mosca; x: rana; h: humano; m: ratón.
Los complejos remodeladores de la cromatina están constituidos por diferen­
tes subunidades aunque en todas ellas está presente una subunidad ATPasa. Estos 
complejos se han clasificado en varias subfamilias en base a la homología de la se­
cuencia de la ATPasa (figura 4). Las tres subfamilias más importantes son SWI/SNF 
(sw/fc/7/sacarosa no-fermentativa), ISWI (imitación de switch) y CHD (proteína de 
unión al cromodominio helicasa/ATPasa) (Eberharter y Becker, 2004). Por una parte, 
entre los miembros de la familia SWI/SNF2 en humanos, destacan BRM (Brahma) y 
BRG-1 (Brahma-relacionado gen 1) cuya principal actividad es alterar los contactos
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DNA-histona, y contienen un bromodominio que reconoce lisinas acetiladas. Los 
complejos de la subfamilia ISWI en humanos son ACF (factor remodelante y ensam­
blador de la cromatina dependiente de ATP), CHRAC (complejo de accesibilidad a la 
cromatina) y RSF (factor espaciador y remodelante). Su principal mecanismo de ac­
ción es el deslizamiento del nucleosoma y todos contienen un dominio SANT (SWI3, 
ADA2, N-CoR, TFIIIB) implicado en la interacción con las colas N-terminales de las 
histonas (Aasland et al., 1996). Por último, uno de los miembros de la subfamilia CHD 
en humanos es NuRD. Contiene un cromodominio y un motivo dedos de zinc que se 
encuentra en proteínas reguladoras relacionadas con la cromatina, así como las sub­
unidades HDAC1 y HDAC2 que le confiere una doble actividad al complejo corres­
pondiente: remodelador de cromatina y modificador de histonas (Narlikar et al., 2002).
El resto de subunidades de los complejos remodeladores de cromatina que 
no poseen actividad ATPasa pueden estar implicados en el reconocimiento de la 
cromatina, en conferir especificidad de sustrato y en la regulación de la actividad 
(Becker y Horz, 2002). Es de destacar que en eucariotas superiores los complejos 
remodeladores son reclutados a través de factores específicos que sí se unen a DNA, 
induciendo activación o represión dependiendo del factor reclutador. Por ejemplo, 
C/EBPp recluta al complejo SWI/SNF a través de su dominio transactivador 
(Pedersen et al., 2001).
1.2.3. Otros reguladores de la cromatina
El resto de procesos de regulación epigenética de la cromatina son: por un 
lado, la metilación de citosinas del DNA por DNA metiltransferasas (DNMT) y que 
se ha asociado a silenciamiento génico, inactivación del cromosoma X y condensa­
ción cromosómica (Bird, 2002; Parsons, 2003). Por otro lado, la sustitución de las 
histonas canónicas de la partícula núcleo por variantes de histonas que confieren 
propiedades alteradas a la cromatina (Sarma y Reinberg, 2005; Kamakaka y Biggins,
2005). Por último, RNAs no codificantes, como los transcritos específicos de la inac­
tivación del cromosoma X (XIST) y los microRNAs (miRNAs) que se encuentran en la 
cromatina de ciertas regiones con características especiales (Plath et al., 2002).
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1.2.4. interconexión entre modificaciones epigenéticas: código de histonas
En base a diferentes hallazgos se propuso que el nucleosoma, y en particular 
las modificaciones de las colas de las histonas, jugaban un papel no solo en el empa­
quetamiento del DNA, sino también en la transmisión de información epigenética de 
una generación a la siguiente (Turner, 1993; Tordera et al., 1993; Lopez-Rodas et al., 
1993). Sin embargo, el hecho de que el mecanismo basado en la alteración de la 
estructura de la cromatina debido a los cambios de carga electrostática no fuera sufi­
ciente para explicar los efectos asociados a las modificaciones, llevó a la formulación 
de un segundo mecanismo no incompatible con el anterior (Loidl, 1994). De este mo­
do, se propuso que las modificaciones covalentes de las histonas podrían formar una 
superficie de unión que actuaría como señal de reconocimiento y plataforma para el 
reclutamiento de proteínas no histonas que determinarían la función de la cromatina 
(Turner, 1993; Turner, 2000).
Más recientemente, se ha sugerido la idea de que modificaciones específicas 
en los extremos de las histonas y/o sus combinaciones podrían constituir un código, 
“el código de histonas”, que determinaría el estado transcripcional de los genes 
(Strahl y Allis, 2000; Jenuwein y Allis, 2001; Spotswood y Turner, 2002). En definitiva 
esta hipótesis propone que múltiples modificaciones de las histonas, actuando de 
modo combinatorial o secuencial en una o varias colas de histonas, conduciría a 
cambios en la actividad de la cromatina de diferente naturaleza (Strahl y Allis, 2000). 
Esta hipótesis se fundamentaba en ciertos presupuestos que una ingente cantidad de 
datos experimentales en los últimos años han contribuido a asentar, mejorar y refinar. 
A continuación comentaremos algunas de los aspectos más importantes de este có­
digo.
En primer lugar el código de histonas requiere la existencia de dos tipos de 
actividades bioquímicas: factores que escriben el código mediante adición o elimina­
ción de modificaciones en determinados residuos, y factores que interpretan el código 
mediante la interacción específica con las combinaciones concretas de las modifica­
ciones de histonas (Fischle et al., 2003). En cuanto a las primeras, hemos descrito en
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apartados anteriores ia existencia de enzimas con actividad modificadora de residuos 
de histonas como HAT, HMT y PRMT entre otras. En cuanto a las segundas, se han 
descrito diferentes proteínas, que incluyen las HAT, HMT y complejos remodeladores 
de cromatina, que reconocen combinaciones de modificaciones en las histonas. Estas 
proteínas poseen dominios o módulos que juegan un papel crucial en el reconoci­
miento específico de patrones de modificaciones y, también, en su direccionamiento a 
regiones determinadas de la cromatina. Hasta la fecha se han descrito tres tipos de 
dominios: el bromodominio, el cromodominio y el dominio SANT (Marmorstein, 2001) 
(de la Cruz et al., 2005). Los bromodominios reconocen específicamente lisinas aceti­
ladas, mientras que los cromodominios se unen a lisinas metiladas. Por su parte, los 
dominios SANT tienen especificad por extremos de histonas no modificados. Las 
funciones de reconocimiento y direccionamiento de estos dominios parecen estar 
moduladas a tres niveles: la variabilidad de secuencia del dominio de unión y de los 
residuos adyacentes al aminoácido diana, el número de copias de un dominio que 
intervienen en el reconocimiento y los cambios alostéricos inducidos por la interacción 
proteína-proteína.
Un punto de interés, que ha sido abordado por diferentes autores, es la idea 
de que el código de histonas debe utilizar combinaciones de modificaciones (Strahl y 
Allis, 2000). Por ejemplo, la metilación de H3K9 puede iniciar condensación de la 
cromatina y silenciamiento (Lachner et al., 2001) pero, en el contexto de H3K4me y 
H4K20me, la anterior metilación ayuda a mantener las marcas activas para permitir la 
entrada de un complejo de remodelación dSWI/SNF (Beisel etal., 2002).
Otro aspecto del código, que ha recibido mucha atención, es la idea de que 
las modificaciones en las mismas o diferentes colas pueden ser interdependientes. 
Así pues, las modificaciones de un extremo amino terminal pueden influenciarse entre 
ellas (efecto cis), pero, lo que es más sorprendente, también pueden influenciar las 
modificaciones de otras histonas del nucleosoma (efecto trans). En el primer caso, se 
ha descrito que la metilación de H3K4 bloquea la metilación de H3K9 y la unión del 
complejo de desacetilación NuRD, evitando el posicionamiento de marcas de silen­
ciamiento (Zegerman et al., 2002). Respecto al efecto trans, se ha descrito que la
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Tabla 3. Funciones atribuidas a las distintas modificaciones de las histonas. Se indican las modifi 
caciones concretas, la histona modificada, la posición del residuo modificado y la función atribuida.
HISTONA RESIDUC
K4 activación transcripcional
K9 activación transcripcionalcoactivación del receptor nuclear
K14 activación transcripcionalH3 coactivación del receptor nuclear
K18 activación transcripcionalreplicación del DNA
ACETILACION K23 activación transcripcional
K27 activación transcripcional
K5 ensamblaje del nucleosomaactivación transcripcional
H4 K8 activación transcripcionalK12 ensamblaje de histonas
K16 activación transcripcional
reparación del DNA
R2 sitio de metilación in vltro
K4 (diMe) eucromatina activa
K4 (triMe) activación transcripcional
elongación transcripcional
heterocromatina periocentrica
metilación del DNA
H3 K9 silenciamiento mediado por Rbimprinting
METILACION represión transcripcional
inactivación del cromosoma X
R17 activación transcripcional
represión transcripcional
K27 represión del policomb
inactivación del cromosoma X
R3 activación transcripcional
H4 K20 (monoMe) silenciamiento transcripcional
K20 (triMe) heterocromatina
FOSFORILACIÓN H3
S10 activación transcripcional genes inmediato-tempranos
T11 mitosis
S28 mitosis
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ubiquitinación de H2BK123 es un pre-requisito para la metilación eficiente de H3K4 y 
en consecuencia para la activación de la transcripción génica (Sun y Allis, 2002).
Por último, un aspecto que incrementa el grado de complejidad del código de 
histonas es el hecho de que un mismo residuo puede sufrir diferentes modificaciones. 
Es de destacar que algunos residuos de lisina pueden ser acetiiados o metilados, 
pero como es lógico, no pueden coexistir diferentes marcas en el mismo residuo, por 
lo que se excluyen mutuamente. Por tanto, cualquier lisina acetilada, ha de ser desa­
cedada previamente a su metilación, lo que implica una idea de proceso secuencial 
(Wang et al., 2001).
En definitiva, las combinaciones de modificaciones parecen ser importantes 
para el control de la regulación transcripcional a corto plazo y han sido descritas en 
diferentes sistemas. Resultados experimentales recientes muestran que la regulación 
de procesos transcripcionales rápidos requiere una cascada de modificaciones de 
histonas. Por ejemplo, la activación del gen ifn-p requiere la acetilación de varias lisi­
nas en H3 y H4 que median el reclutamiento del complejo SWI/SNF y TFIID, respecti­
vamente (Agalioti et al., 2002). En la tabla 3 nos hemos limitado a correlacionar las 
funciones asociadas a la acetilación, metilación y fosforilación de las histonas H3 y H4 
en mamíferos (tabla 3). Para un estudio más detallado y extenso dirigirse a las si­
guientes revisiones (Peterson y Laniel, 2004; Lachner et al., 2003).
El presente trabajo de Tesis Doctoral pretende estudiar estos mecanismos de 
regulación de la cromatina en una de las principales patologías asociadas al pán­
creas, la pancreatitis aguda (PA).
2. PANCREATITIS AGUDA
2.1. Aspectos generales de la pancreatitis aguda
La PA es una enfermedad cuya incidencia se ha incrementado notablemente 
durante las últimas décadas. Hoy en día implica entre el 0.15 y el 3 % de los pacien­
tes ingresados en los grandes hospitales, presentando una importante tasa de com-
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plicaciones y, lo que es más importante, una mortalidad considerable (Banks, 2002). 
En el aspecto económico, el gasto hospitalario que genera no es nada desdeñable ya 
que la estancia media oscila entre 40 y 226 días, que equivalen a un coste aproxima­
do de entre unos 12.000 y unos 40.000 € en casos de PA grave (Neoptolemos et al., 
1998).
Las causas de la PA se asocian principalmente a origen biliar en un 70 %, y al 
alcoholismo crónico en un 20%. Un 10% de los casos son debidos a procedimientos 
quirúrgicos, infecciones, tóxicos e isquemia, siendo en algunos casos su origen des­
conocido. Se manifiesta por la aparición súbita de dolor abdominal acompañado con 
frecuencia por vómitos, fiebre, taquicardia, leucocitosis, así como la elevación de las 
enzimas pancreáticas en sangre y/u orina.
Las células acinares ejercen la función exocrina del páncreas, encargándose 
de secretar los enzimas digestivos pancreáticos (lipasa, amilasa, etc.) hacia el intesti­
no. Las patologías que afectan a este tipo celular son, sobre todo, de tipo inflamatorio 
y tu moral, destacando de entre ellas por su frecuencia y repercusión la PA. Esta pato­
logía presenta un cuadro clínico variable, en el que se pueden diferenciar dos pronós­
ticos (Bradley, 1993; McKay y Buter, 2003; Uhl et al., 2002). La PA leve producida por 
una reacción inflamatoria local aunque autolimitante, con recuperación completa y 
con ausencia de fallo multiorgánico o complicaciones sistémicas. Histológicamente se 
caracteriza por edema intersticial. Constituye aproximadamente el 75% de los casos 
en la práctica clínica y su mortalidad puede alcanzar el 5% (Beckingham y Bornman, 
2001). Sin embargo, en un 25 % de los casos la enfermedad evoluciona a una PA 
grave. En este proceso la reacción inflamatoria local evoluciona a una respuesta sis- 
témica, en la que se diferencian dos etapas sucesivas: en primer lugar el síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y como etapa final el síndrome de disfunción 
multiorgánico (MODS). Histológicamente se pueden apreciar áreas de necrosis y 
hemorragia pancreática y peripancreática que se han relacionado directamente con la 
aparición de complicaciones sistémicas en órganos distantes que van a determinar la 
gravedad y el pronóstico de la enfermedad (Scholmerich et al., 1993). La PA grave se
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presenta con una frecuencia aproximada del 25% y con una mortalidad que varía 
entre el 10-45% (Beckingham y Bornman, 2001).
2.1.1. Fases de la pancreatitis aguda
Como hemos comentado previamente la PA se caracteriza en su primera 
etapa por un desorden inflamatorio local en el páncreas. Desde el siglo pasado se 
han propuesto diferentes teorías que intentan explicar el origen de la enfermedad. 
Hoy en día está ampliamente aceptada la idea de que un daño o disrupción del acini 
pancreático permite la liberación de enzimas pancreáticos (como tripsina, quimotripsi- 
na y elastasa) en el tejido pancreático, produciendo una autodigestión del páncreas y 
en consecuencia una PA (Bhatia et al., 2000; Bhatia, 2002). Sin embargo los meca­
nismos exactos de la compleja cascada de sucesos que se desarrollan en la PA son 
todavía objeto de debate.
Hasta la fecha se han descrito diferentes eventos iniciales que están implica­
dos en la conversión de los zimógenos pancreáticos inactivos en enzimas activos. 
Entre ellos destacan: la autoactivación por tripsinógeno, la activación de tripsinógeno 
por la hidrolasa lisosomal cathepsina B (CTSB) y el papel del calcio (Gorelick et al., 
1999). De acuerdo con la primera teoría, la autoactivación de tripsinógeno inducida 
por tripsina representaría el evento inicial que desencadenaría la PA (Whitcomb et al., 
1996). La hipótesis anterior se apoya en estudios con pacientes aquejados de PA 
hereditaria, en los que se detecta una mutación del gen que codifica el tripsinógeno 
que da lugar a variantes de tripsina resistentes a la inactivación (Howes et al., 2004). 
La hipótesis de la activación de tripsinógeno por CTSB se basa en las siguientes evi­
dencias: CTSB activa tripsinógeno in vitro (Figarella et al., 1988), ratones deficientes 
en el gen ctsb presentan menores niveles de tripsina intrapancreática en la PA 
(Halangk et al., 2000) y la detección por microscopía electrónica de una colocaliza- 
ción de los gránulos de zimógeno cargados con enzimas digestivas y de hidrolasas 
lisosomales en las fases tempranas de la PA (Hofbauer et al., 1998). Por último, se ha 
sugerido que la disrupción de la ruta de señalización del calcio en células acinares
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juega un papel importante en la activación del tripsinógeno (Raraty et al., 2000), aun­
que otro estudio indica lo contrario (Saluja et al., 1999).
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Figura 5. Modelo esquemático de los sucesos en el páncreas durante las etapas iniciales de la PA.
Se indican los princiaples receptores nucleares (azul), factores proinflamatorios (rojo) y factores anti­
inflamatorios (verde). (Basada en una figura de C.M. Pastor, 2001, FASEB joumal)
En definitiva, a pesar de que existen diferentes hipótesis acerca de los suce­
sos tempranos en la PA, parece claro que la activación del tripsinógeno es un paso 
crítico en la génesis de esta patología. Hoy en día se acepta que estos sucesos tem­
pranos desencadenan un daño y la eventual muerte de la célula pancreática, impli­
cando en consecuencia la activación de mediadores de la inflamación que activan la 
respuesta inflamatoria local. Sin embargo en un porcentaje de los pacientes se des­
encadena el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y, si éste persiste, 
el síndrome de disfunción multiorgánica (MODS) (figura 5).
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La respuesta inflamatoria del organismo ante una agresión en condiciones 
normales quedaría confinada al órgano de origen, debido a la acción de inhibidores, 
agentes anti-inflamatorios y mecanismos de regulación. Sin embargo, en diferentes 
procesos como politraumatizados o grandes quemados, procesos infecciosos locali­
zados y, en especial, en la PA puede producirse un descontrol de esta respuesta 
inflamatoria local. La expansión de la respuesta inflamatoria a diferentes órganos 
distantes, a través de mediadores pro-inflamatorios, (que trataremos en detalle en el 
apartado 11.2.2), se denomina SIRS. Un elevado número de pacientes con SIRS evo­
luciona hacia el MODS que consiste en un proceso progresivo de fracaso funcional 
que afecta a dos o más órganos distintos del páncreas. La mortalidad asociada a este 
síndrome es directamente proporcional a la rapidez de instauración y al número de 
órganos afectados (Giroir, 1999; Buter et al., 2002). A continuación detallamos los 
efectos más relevantes asociados a los órganos afectados durante la PA grave.
Durante el MODS, en el corazón no se produce una especial afectación a ni­
vel estructural, aunque pueden aparecer complicaciones circulatorias (Altimari et al., 
1986). El fallo renal es una de las complicaciones más frecuentes y se produce debi­
do a la hipovolemia que conduce a una necrosis tubular aguda. La mitad de los pa­
cientes con PA y fallo renal agudo fallecen (Ljutic et al., 1996). El intestino juega un 
papel principal en la posible translocación bacteriana desde el intestino al páncreas, 
que causa complicaciones sépticas. También se han descrito perforación, fistulización 
y estenosis del colon transverso (Umeno et al., 2000). El daño hepático directo no es 
frecuente, aunque su importancia radica en su función principal en el desarrollo de la 
respuesta de inflamación sistémica. En el hígado se desencadena la respuesta de 
fase aguda, sintetizándose enzimas y mediadores celulares (TNFa, IL-6, fosfolipasa 
A2, etc) que desencadenan la afectación en diferentes tejidos (Closa et al., 1999). Por 
último, el pulmón es el órgano más afectado durante el desarrollo de la PA grave. La 
mayoría de los pacientes con PA grave, entre un 60-70 %, presentan un cierto grado 
de disfunción respiratoria leve y reversible. Sin embargo en un 30% de estos pacien­
tes la disfunción respiratoria evoluciona a un síndrome de distrés respiratorio agudo 
(ARDS) (Pastor et al., 2003). En concreto es el fallo pulmonar, debido a la rotura de la
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membrana alveolocapilar con su consiguiente insuficiencia respiratoria la que desem­
boca en un desenlace final en las fases iniciales de la enfermedad.
2.1.2. Picos de mortalidad durante la pancreatitis aguda
Durante el desarrollo de la PA se pueden identificar dos picos de mortalidad. 
El primero, en un 60% de los pacientes fallece durante la primera semana, debido al 
SIRS que evoluciona a MODS. El segundo pico, más tardío aparece de forma secun­
daria a las complicaciones infecciosas derivadas de la necrosis pancreática 
(Neoptolemos et al., 1998; Wilson et al., 1998). Este segundo pico, que puede alcan­
zar hasta un 40% de los pacientes, se ha intentado explicar con la hipótesis “two hits”. 
Esta idea sugiere que el primer ataque de PA activa la respuesta inmunológica, de 
modo que si se complica por un proceso infeccioso se producirá una respuesta inmu­
nológica desproporcionada que conduce a la muerte (Ogawa, 1998).
2.1.3. Modelos experimentales de la pancreatitis aguda
El desarrollo de diferentes modelos experimentales de PA leve y grave ha 
permitido el estudio de su patogénesis y del daño orgánico sistémico asociado 
(Bhatia, 2002; Weber y Adler, 2001). Por ejemplo, la administración de dosis estimu­
lantes suprafisiológicas de ceruleína a roedores resulta en el desarrollo de PA leve 
(en ratas) y grave (en ratones) al cabo de unas horas (Lampel y Kern, 1977). En otro 
tipo de modelo, que ha sido el utilizado en este trabajo, la inyección retrógrada de 
sales biliares (como el taurocolato sódico) en el ducto biliopancreático de ratas provo­
ca el desarrollo de PA grave (Aho, 1980a; Aho, 1980b; Senninger et al., 1986).
2.2. Mediadores de la inflamación durante la pancreatitis aguda
Una característica principal de la PA es el desorden inflamatorio pancreático a nivel 
local, que en un porcentaje importante de pacientes evoluciona a un SIRS y finalmen­
te a MODS. Rinderknecht en 1988 propuso la hipótesis de que los mediadores de la 
inflamación juegan un papel principal en el desarrollo de la respuesta local y sistémica
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de la PA, de forma que la activación inapropiada del sistema inmunológico por dife­
rentes citoquinas podría incrementar la severidad del daño local y la aparición de 
complicaciones sistémicas (Rinderknecht, 1988). Así, los mediadores de la inflama­
ción serían el nexo de unión entre la lesión local del páncreas y los efectos sistémicos 
descritos en la PA, igual que en otros procesos de inflamación sistémica como la sep­
sis, grandes quemados, etc (figura 6).
pulmones corazón
TNFu 
IL-1 (3
TNF« 
IL-1 (i 
ICAM-1 
PAF rinones
TNFu 
IL-115 
IL-6.
hígado TNFu
IL-1
Figura 6. Papel de las citoquinas proinflamatorias en el desarrollo del síndrome de respuesta in­
flamatoria sistémicas (SIRS) y en la disfunción multiorgánica (MODS). La liberación por el páncreas 
de TNFa, IL-1 (3 e IL-6 al torrente sanguíneo está implicada en la expansión de la patología a órganos 
distantes como hígado, riñones, corazón y pulmones.
El uso de los modelos experimentales de PA en animales y de ensayos clíni­
cos en pacientes humanos ha permitido estudiar estos mediadores de la inflamación, 
clasificándose en: componentes celulares (macrófagos, neutrófilos, células endotelia- 
les, etc), mediadores de origen celular (citoquinas, estrés oxidativo, etc) y de origen 
humoral (complemento, etc) (Wilson et al., 1998).
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2.2.1. Componentes celulares
Los macrófagos han sido descritos como los primeros en activarse en la res­
puesta inflamatoria tras la inducción de la PA. Su importancia radica en la capacidad 
de activar diferentes células inmunológicas, así como en liberar gran cantidad de me­
diadores proinflamatorios (TNFa, IL-113 y IL-6) que extienden y amplifican la señal 
inflamatoria (Norman et al., 1995a; McKay et al., 1996).
Los neutrófilos son otro tipo celular que media en el daño local pancreático y 
en el daño orgánico sistémico. Su presencia durante la PA se ha demostrado en pán­
creas, pulmón y en plasma (Folch y Closa, 2001). Estudios experimentales en los que 
se ha administrado suero antineutrófilo se ha descrito una reducción de la severidad 
de la PA y una prevención completa del desarrollo del daño pulmonar (Bhatia et al.,
1998).
Otro tipo celular implicado en el desarrollo de la PA son las células endotelia- 
ies que intervienen en el infiltrado de los neutrófilos en las áreas inflamadas. La ad­
hesión de los neutrófilos a las células endoteliales y posterior migración es un proce­
so que se compone de cuatro pasos. Comienza con la activación, seguido del roda­
miento, fuerte adhesión mediada por integrinas y moléculas de adhesión, y por último 
la migración (Pastor et al., 2003).
2.2.2. Mediadores de origen celular
Gran parte de las investigaciones indican que la severidad de la pancreatitis y 
la afectación pulmonar resultan de un desequilibrio entre los mediadores pro- 
inflamatorios y los anti-inflamatorios (Bhatia y Moochhala, 2004). Entre los principales 
mediadores proinflamatorios destacan las citoquinas TNFa, IL-1(3, IL-6 y el factor acti­
vador de plaquetas (PAF). Otros mediadores que no son citoquinas corresponden a 
ICAM-1, sustancia P, las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, etc. Por otro 
lado, los mediadores anti-inflamatorios son esencialmente IL-10, IL-4 y la proteína
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quimiotáctica de monocitos MCP-1. A continuación profundizaremos en la función de 
los mediadores más importantes en el desarrollo de la PA
2.2.2.1. TNFa
Esta citoquina es capaz de desencadenar los efectos sistémicos asociados a 
diversas patologías, destacando entre ellas el shock séptico y la PA (Hudson y Stein- 
berg, 1999; Lankisch et al., 1996). TNFa ejerce su función modulando gran cantidad 
de moléculas como citoquinas, moléculas de adhesión, mediadores de lípidos o las 
enzimas productoras de radicales libres (Hallenbeck, 2002).
La elevación de los niveles de TNFa se ha descrito en diferentes modelos de 
PA severa, tanto en suero como en el interior del páncreas (Grewal et al., 1994a; 
Hughes et al., 1995a; Hughes et al., 1995b). El origen de este TNFa se ha asociado a 
diferentes tipos celulares como macrófagos infiltrados (Norman et al., 1995a), neutró­
filos (Fink y Norman, 1996) y células acinares (Gukovskaya et al., 1997). A nivel sis- 
témico, la producción de TNFa se produce, con cierto retraso respecto al páncreas, 
en órganos específicos distantes tales como pulmón, hígado, etc (Norman et al., 
1995a).
La utilización de animales knock out para el receptor de TNFa indica que la 
severidad de la mortalidad disminuye debido a la atenuación en la respuesta sistémi- 
ca (Denham et al., 1997). Además, la inhibición de TNFa mediante anticuerpos poli- 
clonales (Grewal et al., 1994b) ó mediante estrategias de interferencia (Hughes et al., 
1996) han mostrado la atenuación de la PA en diferentes modelos experimentales. 
Por otro lado, la administración combinada de TNFa e IL-1 (3 en suero ejerce efectos 
proinflamatorios (Mayer et al., 2000).
2.2.2.2. IL-1B
IL-1 p ejerce diferentes funciones como activación de neutrófilos, inducción de 
moléculas de adhesión en leucocitos y células endoteliales, así como inicio de la cas­
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cada inflamatoria a través de la activación de diferentes citoquinas y quimioquinas (IL- 
2, IL-6, IL-8, etc), mediadores lipidíeos, especies reactivas de oxígeno, etc (Fink y 
Norman, 1997; Okusawa etal., 1988; Hudson y Steinberg, 1999).
Del mismo modo que con el TNFa, se ha descrito un incremento notable de la 
síntesis de IL-1 (3 durante las fases iniciales de la PA (Tanaka et al., 1995). La acción 
de IL-1 (3 se produce a través de receptores celulares de membrana específicos, como 
son IL-1R-I e IL-1R-II. Así pues la producción de IL-1 p se acompaña de la inducción 
de estos receptores, así como del enzima convertidor de IL-1 (3 (ICE), que es el res­
ponsable de transformar el precursor inactivo pro-IL-1(3 en su forma activa (Fink y 
Norman, 1997).
Estudios llevados a cabo con animales knock out para el receptor tipo I de IL- 
1(3 (Denham et al., 1997) y del enzima ICE (Norman et al., 1997a) han mostrado una 
menor severidad y un descenso modesto en la mortalidad asociada a la PA. Por su 
parte, la administración de IL-1 ra, antagonista de esta citoquina, disminuye la mortali­
dad y la destrucción histológica, así como los marcadores inflamatorios (Norman et 
al., 1995b).
2.2.2.3. IL-6
Esta citoquina es la principal reguladora de la síntesis de proteínas en la res­
puesta de fase aguda característica en los procesos inflamatorios (Castell et al., 
1989). La proteína C reactiva (PCR), el fibrinógeno y la haptoglobina son algunas de 
las proteínas reguladas por la IL-6.
Durante el desarrollo de la PA se han observado niveles elevados de IL-6 en 
suero que se mantienen hasta 10 días después, con un pico máximo a las 24-48 
horas (Inagaki et al., 1997; Pezzilli et al., 1995). La IL-6 es sintetizada y liberada por 
un amplio rango de células entre las que se encuentran monocitos/macrófagos, célu­
las endoteliales, fibroblastos y células musculares lisas (Scholmerich, 1996). Debido a 
que su detección en suero es rápida y fiable, los niveles de esta citoquina son utiliza­
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dos como un excelente marcador de la severidad de la pancreatitis (Leser et al., 
1991; Mayeref al., 2000).
2.2.2.4. IL-8
La Interleuquina 8 (IL-8) es sintetizada por las mismos tipos celulares que 
PAF y pertenece a una subfamilia de citoquinas denominada quimioquinas, cuya fun­
ción principal consiste en la activación de leucocitos y su migración hacia las áreas de 
inflamación o infección. IL-8 en concreto se encarga de la quimioatracción y desgra­
nulación de neutrófilos y de la liberación de elastasa.
2.2.2.5. IL-10
IL-10 es una citoquina antiinflamatoria, cuya función principal consiste en in­
hibir la liberación de citoquinas proinflamatorias (IL-1 (3, IL-6 y TNFa) procedente de 
los macrófagos activados (Tsukahara et al., 1999). Estudios clínicos con enfermos de 
PA han mostrado que los pacientes que han desarrollado el síndrome de fallo multi- 
orgánico (MODS) presentan niveles más bajos de IL-10 en el lavado broncoalveolar, 
mientras que los niveles de TNFa son más altos (Steer y Meldolesi, 1988). Estos 
resultados apoyan la hipótesis de la importancia del desequilibrio entre mediadores 
proinflamatorios frente a mediadores antiinflamaíorios en el desarroilo de MODS (figu­
ra 7)
2.2.2.6. ICAM-1
ICAM-1 es una molécula de adhesión inducida en la superficie de las células 
endoteliales durante procesos inflamatorios y su principal función consiste en capturar 
leucocitos en áreas de inflamación o daño. En condiciones fisiológicas, esta molécula 
se expresa a bajos niveles en muchos tejidos, mientras que durante el desarrollo de 
diferentes procesos inflamatorios se induce su expresión (Springer, 1990) activada 
por TNFa o especies reactivas de oxígeno (Folch et al., 1999).
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Diferentes trabajos han mostrado que las concentraciones circulantes de 
ICAM-1 estaban elevadas en pacientes con PA (Kaufmann et al., 1996). Además, la 
interacción entre ICAM-1 y el marcador de leucocitos CD11/CD18 es el mayor deter­
minante de la adhesión de neutrófilos a las células endoteliales y su transmigración a 
través de la barrera endotelial.
El estudio mediante ratones Knock out y anticuerpos policlonales para 
ICAM-1 mostraron un menor daño pulmonar y una menor severidad de la pancreatitis 
(Frossard et al., 1999). Estos resultados sugieren que ICAM-1 juega un papel impor­
tante en la PA y en especial en la afectación pulmonar asociada a esta patología.
22.2.7. PAF
El factor activador de plaquetas (PAF) es una citoquina proinflamatoria libera­
da por diferentes tipos celulares, como macrófagos, neutrófilos, y células endoteliales. 
Entre sus efectos destacan el de incrementar la permeabilidad vascular, aumentar la 
migración de leucocitos y causar daño tisular (Zhou et al., 1993).
2.2.2.8. Especies reactivas de nitrógeno (RNS) y oxígeno (ROS)
ROS y RNS son liberadas por macrófagos, neutrófilos, células endoteliales y 
acinares en respuesta a diferentes estímulos, activando diferentes cascadas de seña­
lización y procesos celulares (Lum y Roebuck, 2001).
La implicación de estas especies en el proceso inflamatorio de la PA ha sido 
descrita en diferentes trabajos. En estos estudios, la administración de antioxidantes 
como el ácido ascórbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E) o de fármacos que 
bloquean la síntesis de ROS y RNS en diferentes modelos de inflamación en anima­
les muestra una disminución de la afectación por MODS (Tasaka et al., 2002) 
(Kietzmann et al., 1993). Sin embargo, respecto al óxido nítrico (NO), que es sinteti­
zado por el enzima oxido nítrico sintasa 2 (NOS2), diversos estudios han mostrado 
resultados contradictorios. Por un lado, se ha descrito que el incremento de actividad
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de nos-2 disminuye la severidad de la PA y en consecuencia se asigna un papel pro­
tector al NO (Vollmar et al., 1999; Dobosz et al., 1996; Werner et al., 1998). Sin em­
bargo, otros autores han descrito la activación de nos-2 como un proceso necesario 
para la evolución de la PA hacia el SIRS y por tanto un papel agravante del NO en el 
desarrollo de la PA (Dobosz et al., 2005; Sandstrom et al., 2005; Leindler et al., 2004).
Mediadores Mediadores
anti-inflamatorios pro-inflamatorios
IL-1
C5a TNFa
IL-6
IL-10 PAF
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Figura 7. Factores que determinan la severidad de la PA. (basado en figura de Ai. Baíhia 2005, 
pancreatology)
Por último, a pesar de las evidencias que indican un papel principal de las ci­
toquinas en el desarrollo de la PA, la inhibición de estas moléculas mediante diferen­
tes estrategias en diversos ensayos clínicos ha proporcionado resultados desespe- 
ranzadores. Estos resultados negativos podrían explicarse en base a que el paciente 
recibe asistencia cuando la enfermedad está relativamente avanzada y en conse­
cuencia, el bloqueo de estas citoquinas tempranas puede ser simplemente demasia­
do tarde (Bhatia y Moochhala, 2004).
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2.3. Rutas de señalización celular durante la Pancreatitis Aguda
La transmisión de señales extracelulares (factores de crecimiento, citoquinas, 
proteínas virales o bacterianas, calor, radiación ultravioleta, etc) a sus dianas intrace- 
lulares es mediada por una red de proteínas que regulan gran cantidad de procesos 
celulares. Los mecanismos de señalización celular consisten en la activación de los 
receptores de membrana, seguidos por la estimulación secuencial de diferentes cas­
cadas de señalización de varias quinasas citoplasmáticas. Estas vías de transducción 
amplifican y especifican la señal transmitida, activando finalmente diferentes molécu­
las reguladoras (factores de transcripción, histona acetiltransferasas, etc) en el cito­
plasma y en el núcleo. Estos factores proteicos inician diferentes procesos celulares 
como proliferación, diferenciación, desarrollo, etc.
En una revisión reciente se ha descrito que las principales vías de transduc­
ción implicadas en la inflamación, y en concreto en la PA, son las rutas de MAP qui­
nasas, ruta de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI-3-P) protein quinasa, ruta del activador de 
transcripción y transductor de la señal de la quinasa Janus (JAK-STAT) y la ruta de 
activación de NFkB (Morel y Berenbaum, 2004).
2.3.1. MAP quinasas
Las MAP quinasas (MAPK) son una familia de serin/treonin protein quinasas 
ampliamente conservadas entre los eucariotas y que se activan en respuesta a dife­
rentes estímulos como factores de crecimiento, citoquinas, esteres de forbol, shock 
térmico, etc. Estas proteínas, que interactúan sucesivamente unas con otras forman­
do una red integrada, están implicadas en el desarrollo de diferentes procesos celula­
res como son proliferación, diferenciación, muerte celular, etc. El hecho de que las 
MAPK sean activadas rápidamente en procesos inflamatorios ha provocado que estas 
enzimas sean consideradas como posibles dianas para el tratamiento de patologías 
de origen inflamatorio, entre ellas la PA.
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Las tres principales rutas de MAP quinasas en células de mamífero son: la 
proteín-quinasa regulada por señales extracelulares (ERK) (Schaeffer y Weber,
1999), la MAP quinasa p38 (Zarubin y Han, 2005) y la quinasa NH2-terminal de c-Jun 
(JNK) (Davis, 2000).
2.3.1.1. Ruta de ERK1/2
La cascada de señalización MAPK/ERK está activada por una amplia varie­
dad de receptores (receptor de tirosín quinasas, integrinas, canales iónicos, etc) que 
responden a diferentes estímulos como son los factores de crecimiento, hormonas y 
otros.
Los componentes específicos de esta cascada varían según el estímulo, pero 
normalmente incluye un adaptador (Shc, GRB2, etc) que une el receptor a un factor 
cambiador de nucleótidos de guanina (Sos, C3G, etc) que a su vez transduce la señal 
a proteínas de unión de GTP (Ras, Rap1). Estas activan el esqueleto principal de la 
ruta, las MAPKKKs o MEKKs (por ejemplo Raf), que a su vez activan a las MAPKKs o 
MEKs (por ejemplo MEK1/2) y que finalmente activan a las MAPKs (como ERK1/2). 
Las quinasas ERKs puede activar a diferentes factores de transcripción que regulan 
la expresión génica, como son ELK-1, ETS-2, C/EBP p, C-FOS, c-JUN, c-MYC, ATF- 
2, etc (Lewis et al., 1998) (figura 8).
A pesar de que en condiciones normales existe cierto nivel de activación de la 
ruta ERK en páncreas de rata, se ha descrito una activación de todas las MAP quina­
sas tras la inducción de PA (Wagner et al., 1999). La implicación de la ruta ERK1/2 en 
el desarrollo de esta patología se ha estudiado mediante el uso de los inhibidores de 
MEK1/2 (U0126 y PD98059) en modelos experimentales de PA. En ellos se describen 
una reducción de la inflamación pancreática y una menor severidad en el daño histo­
lógico (Clemons et al., 2002).
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Figura 8. Ruta de transducción de señal ERK.
2.3.1.2. Ruta de p38
Los miembros de la familia de las MAP quinasas p38 son activadas por una 
gran variedad de estreses ambientales (rayos ultravioleta, hipoxia, etc), patógenos 
(estafilococos, virus herpes simple 1, enterotoxina B, etc) (Ono y Han, 2000), citoqui­
nas inflamatorias (IL-1, TNFa) y factores de crecimiento (eritropoyetina, factor de es­
timulación de colonias de macrófagos) (Foltz et al., 1997). Esta familia de quinasas 
regula diferentes respuestas celulares como inflamación, crecimiento y muerte celular 
(Lee et al., 1994).
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Figura 9. Ruta de transducción de señal p38.
Como en la ruta anterior, el componente próximo a la membrana es una 
MAPKKK (TAK1) que es activada por estímulos apoptóticos y citoquinas inflamato­
rias. Así pues, TAK1 fosforila y puede activar a una de las MAPKK 3,4 ó 6. Estas 
MAPKKs transducen la señal a la MAPK P38 (Ichijo, 1999). Finalmente la MAPK P38 
mediante la activación de diferentes factores de transcripción como NF-kB 
(Carpentier et al., 1998), ATF-2, STAT-1, MEF-2, ELK-1, C/EBP(3, CREB, ATF-1(Tan 
et al., 1996) o SRF (Heidenreich et al., 1999) que activan la síntesis de diferentes 
genes que codifican para: citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1 (3 e IL-6) (Guan et
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al., 1998), enzimas intracelulares COX-2 e NOS-2 (Da Silva J, 1997 JBC) o moléculas 
de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 (Pietersma et al., 1997) (figura 9).
Como se ha comentado en el apartado anterior, las MAP quinasas son acti­
vadas durante la PA, siendo la inducción de p38 rápida e intensa. Por tanto, para 
conocer la implicación de esta ruta en el desarrollo de la PA se han llevado a cabo 
estudios con inhibidores de esta ruta, sin embargo los resultados indican un papel de 
p38 diferente según el órgano estudiado. Por un lado, la inhibición de p38 en un mo­
delo de PA in vivo produjo un incremento de la severidad de la enfermedad y en con­
secuencia se consideraría que la activación de p38 podría ser beneficiosa para evitar 
complicaciones severas en el páncreas. Sin embargo, la administración del compues­
to CN1-1493, cuya función es la de inactivar a los macrófagos inducidos, a animales 
con PA produjo una inhibición de p38 y un bloqueo de la liberación de TNFa que se 
asoció a un menor infiltrado inflamatorio y una reducción de la severidad en el daño 
pulmonar (Yang et al., 1998). Posteriormente, se ha descrito una correlación entre la 
severidad de la pancreatitis (daño pulmonar y en otro tejidos) y la activación de p38 
en los macrófagos activados que se encuentran en sangre y en la ascitis (Liu et al., 
2003).
2.3.1.3. Ruta de JNK1/2
La familia de quinasas de la ruta de JNK se activan por diferentes estímulos 
entre los que se encuentran estreses ambientales (radiación ultravioleta o gamma), 
patógenos (virus de doble cadena) (Chu et al., 1999), citoquinas inflamatorias (TNFa, 
IL-1) (Davis, 2000; Chang y Karin, 2001), o factores de crecimiento.
La señal se transduce a través de una cascada iniciada por los miembros de la familia 
Rho (Rae, Rho, cdc42), que a su vez activan a una de las decenas de MAPKKKs, 
normalmente MEKK1/4, aunque no se conoce la relevancia de cada quinasa en la 
transducción de cada estímulo. De forma secuencial se fosforilan y activan las 
MAPKKs, siendo la MAPKK 7 la activada cuando el estímulo es por citoquinas proin- 
flamatorias, mientras que son tanto MAPKK 4 y MAPKK 7 las que se activan en res-
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puesta a estreses ambientales. Finalmente las quinasas JNK (de las que se han des­
crito 3 isoformas JNK1.JNK2 y JNK3) (Gupta et al, 1996) son activadas y se translo- 
can al núcleo donde regulan la actividad de diferentes factores de transcripción tales 
como c-JUN, ATF-2, EIK-1 o p53 que, en definitiva dirigen la respuesta celular de 
crecimiento, diferenciación y apoptosis (Davis, 1999; Kyriakis, 1999) (figura 10).
Figura 10. Ruta de transducción de señal JNK.
Contrariamente a las rutas ERK y p38, JNK no está activada de modo basal. 
Además, la activación de la ruta JNK durante la PA es menor comparada con las 
otras rutas de MAP quinasas. La inhibición conjunta de JNK (90%) y de ERK (45%)
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mediante el inhibidor SP600125 presenta valores disminuidos de TNFa e ICAM-1 en 
el páncreas (Minutoli et al., 2004).
2.3.2. Ruta de NF-k B
La ruta de NF-kB es activada por diferentes estímulos extracelulares como: 
estrés ambiental (radiación ultravioleta), citoquinas proinflamatorias (TNFa, 11-1) y 
patógenos (como componentes bacterianos incluido el LPS a través del receptor tipo 
Tolí) (Baldwin, 1996).
Se han descrito diferentes rutas de activación de NF-kB dependiendo del es­
timulo exterior, aunque todas convergen en la activación de kB-quinasa (IKK), excep­
to la ruta inducida por radiación UV que es IKK independiente (Viatour et al., 2005). 
En definitiva la activación de IKK inicia la fosforilación del inhibidor de NF-kB (IkB) en 
residuos de serina de la región amino terminal. Una vez IkB es fosforilado, a conti­
nuación es ubiquitinilado, siendo esta modificación una señal para la degradación por 
el proteasoma 26S (Chen et al., 1995). La liberación del dímero NF-kB del complejo 
ternario citoplasmático NFkB-IkB permite la translocación del dímero activo al núcleo. 
De este modo NF-kB puede unirse a sus sitios de unión en los promotores de los 
genes diana, entre los que se incluyen los de citoquinas (¡11, ¡12, il-6, tnfa, !tp), de qui- 
mioquinas (il-8, mip-1a, mcpl), de moléculas de adhesión (icam, vcam), de proteínas 
de fase aguda (saa) o de enzimas efectoras inducibles (nos-2, cox-2) (Ghosh y Karin, 
2002) (figura 11).
Estudios en PA inducida por ceruleína en ratas han mostrado una activación 
bifásica de NF-kB. La inducción en células acinares se inicia a los 10 minutos y al­
canza el pico de la primera fase a los 30 minutos, permaneciendo hasta los 90 minu­
tos. Una segunda activación es detectada en un periodo que varía entre 3 y 6 horas, 
(Gukovsky et al., 1998; Steinle et al., 1999). La acción del tripsinógeno se ha propues­
to como activador del primer pico de activación de NF-kB ya que presentan un patrón 
similar de activación (Grady et al., 1998). Sin embargo, se ha propuesto una hipótesis
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alternativa que sugiere una activación de NF-kB por colecistoquinina independiente 
de tripsinógeno, aunque no se ha demostrado en células acinares (Han et al., 2001). 
Por otro lado, la migración de células inflamatorias al lugar de inflamación,
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Figura 11. Ruta de transducción de señal NF-kB.
como resultado de la expresión de moléculas de adhesión y del efecto paracrino de 
las citoquinas activadas tras el primer pico, contribuye al segundo pico de activación 
de NF-kB (Gukovskaya et al., 1997). Esta segunda activación conlleva la inducción 
génica de citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-6 e IL-1) y de moléculas de adhesión 
(MCP-1, ICAM-1, etc), de enzimas y de muchas otras moléculas (Grady et al., 1997; 
Zaninovic et al., 2000). Los niveles altos de TNFa e IL-6 liberados al torrente sanguí­
neo por el páncreas provocan a su vez la activación de NF-kB en células Kupffer del
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hígado que a su vez resulta en la activación de TNFa e IL-6. Este círculo vicioso de 
amplificación de la señal pro-inflamatoria desarrolla el SIRS (Schmid y Adler, 1999).
Todos los datos anteriores sugieren un papel de NF-kB y sus dianas en el ini­
cio y perpetuación de la pancreatitis. Estudios de inhibición de NF-kB han producido 
resultados discrepantes. En este sentido, en modelos de pancreatitis crónica su in­
hibición aumenta el daño tisular y la inflamación. Por otro lado, como ya se ha comen­
tado previamente, la inhibición de ciertas citoquinas reguladas por NF-kB como IL-1, 
TNFa o ICAM-1 atenúa la severidad de la PA. Mientras que la inhibición de NF-kB en 
modelos de PA inducida por taurocolato se asocia a una mayor supervivencia 
(Ethridge et al., 2002). Así pues, varios factores como el tipo de inflamación (crónica o 
aguda), el tiempo de aplicación y la especificad de los inhibidores influyen en el resul­
tado de la inhibición por NF-kB.
2.3.3. Ruta de PI-3 quinasa
La ruta P-i-3 quinasa se activa por hormonas, factores de crecimiento, inte- 
grinas y citoquinas (TNFa e IL-1), mediante la unión de estos compuestos a sus co­
rrespondientes receptores que activan tisorin-proteín quinasas y proteínas G acopla­
das a receptor. La inducción subsiguiente de PI-3 quinasa induce la fosforilación de 
los lípidos de membrana denominados fosfoinositoles (Pl), convirtiéndose en Fosfati- 
dilinositol 3-4-5 trifosfato (PIP (3,4,5) P3) que activan la protein quinasa B (Akt) 
(Cantley, 2002).
Los eventos que regulan esta ruta van desde el crecimiento celular a través 
de las vías p70 S6 quinasa y mTOR hasta el ciclo celular y la proliferación a través de 
la regulación de la ciclina D1 y p53, así como la supervivencia celular (figura 12).
En cuanto a su implicación en la PA, la ruta de PI-3 quinasa puede activar 
NF-kB y AP-1, así como moléculas de adhesión ICAM-1 e VCAM-1, que son media­
dores inflamatorios implicados en el desarrollo de la PA (Reddy et al., 2000).
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Figura 12. Ruta de transducción de señal PI-3 quinasa.
2.3.4. Ruta de JAK-STAT
La ruta JAK-STAT media la señalización a través de receptores de citoquinas 
y, en consecuencia, regula diferentes respuestas celulares como crecimiento, super­
vivencia, diferenciación y resistencia a patógenos. Un ejemplo es la transducción de 
la señal producida por la unión de la citoquina IL-6 a su receptor GP130 que induce la 
dimerización del receptor y posteriormente activa los factores asociados JAK, cuya 
función es fosforilar al propio receptor. Esta fosforilación es la señal de reclutamiento 
de las moléculas STAT, las cuales son fosforiladas también por las JAKs, provocando 
de este modo su disociación del receptor, su dimerización y su posterior translocación 
al núcleo, donde activan la transcripción de sus genes diana (Aaronson y Horvath,
- 5 9 -
II. Introducción
2002). STAT3 es el mediador principal de IL-6 y por tanto uno de los factores implica­
dos en la activación de los genes proinflamatorios y de la respuesta de fase aguda 
(figura 13).
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Figura 13. Ruta de transducción de señal JAK-STAT.
2.3.5. Rutas activadas por TNFa
Como ya ha quedado de manifiesto, la citoquina TNFa activa un amplio es­
pectro de respuestas celulares. Entre éstas se incluyen la activación y la migración de 
leucocitos, la fiebre, la respuesta de fase aguda, la proliferación celular, la diferencia­
ción y la apoptosis en respuesta a diferentes estímulos como inflamación, infección,
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daño o estreses ambientales (Tracey y Cerami, 1993). En general, TNFa puede con­
siderarse como el mediador proinflamatorio más representativo (Wajant et al., 2003).
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Figura 14. Rutas de transducción de señal activadas por la citoquina TNFa.
El hecho de que TNFa active una gran variedad de respuestas celulares im­
plica que su red de transducción de señal ha de ser muy compleja. La unión de TNFa 
a su receptor TNFR1 induce la trimerización de este último, desencadenando el reclu­
tamiento de proteínas de señalización al dominio citoplasmático del receptor, en con­
creto, la proteína asociada al dominio de muerte de TNFR1 (TRADD). Este factor 
sirve como plataforma para tres mediadores adicionales denominados: proteína que
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interacciona con el receptor 1 (RIP-1), proteína Fas asociada al dominio de muerte 
(FADD) y factor asociado al receptor de TNF 2 (TRAF2). La ruta de transducción de 
señal activada por TNFa diverge a partir de este complejo dependiendo de las res­
puesta que se ejecute: 1) activación de MAP quinasas, 2) NF-kB, 3) ruta P-l-3 quina­
sa y 4) apoptosis (figura 14).
2.3.5.1. Activación de MAP quinasas
Se ha descrito que TRAF2 interacciona con numerosas MAP quinasa quinasa 
quinasas (MEKK), cada una de las cuales son capaces de activar las rutas de p38 y 
JNK (Baud et al., 1999; Nishitoh et al., 1998; Minden et al., 1994). Otros experimentos 
sugieren que otras MEKK, incluyendo la quinasa inductora de NF-kB (NIK), MEKK1 y 
la quinasa estimuladora de señal de apoptosis 1 (ASK1) también están implicadas en 
la activación de la ruta JNK y p38 a través de TNFa. La ruta de ERK es activada por 
TNFa a través de una ruta mediada por ceramida (Modur et al., 1996). Se ha descrito 
que TNFR1 activa la actividad esfingomielinasa aunque produciendo niveles bajos de 
ceramida.
2.3.5.2. Activación de NF-kB
Por otro lado, la protein quinasa RIP-1 es crítica en la activación del factor de 
transcripción NF-kB por TNFa. RIP-1 recluta a la subunidad reguladora IKKy/NEMO, 
mientras que TRAF2 recluta el resto del complejo IKK, que contiene IKKa e IKKp, que 
son las subunidades catalíticas que se encargan de fosforilar a IKp y de esta forma 
activar NF-kB, como se comentó previamente.
Una característica interesante de la señalización por TNFa es la existencia de 
interconexión entre la apoptosis, NF-kB y las rutas p38 y JNK que se originan en el 
receptor TNFR1. Por un lado, en ausencia de actividad NF-kB, se incrementa la sus­
ceptibilidad celular a la apoptosis mediada por TNFa. Por otro lado, la activación de 
NF-kB protege frente a la apoptosis, ya que los genes diana de este factor de trans­
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cripción inhiben las capasas proapoptóticas. De modo similar la activación de la ruta 
JNK por TNFa es mayor y más prolongada en ausencia de activación de NF-kB.
2.3.5.3. Ruta PI-3 quinasa activada por TNFa
Es de interés señalar que TNFa puede activar PKB/Akt de forma específica 
de tejido vía PI-3 quinasa (Kim et al., 1999; Ozes et al., 1999). Se ha descrito un pa­
pel de esta ruta en la inducción de NF-kB por TNFa, ya que la fosfatasa PTEN que 
inhibe PI-3, también inhibe la transcripción de los genes diana de NF-kB (Mayo et al., 
2002).
2.3.5.4. Apoptosis
El modelo más aceptado de activación de la apoptosis mediado por TNFa im­
plica la activación de la caspasa 8 por FADD. Posteriormente se activa la caspasa 3 
que a su vez moviliza por escisión múltiples proteínas celulares desencadenando la 
muerte celular.
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El conocimiento de los mecanismos moleculares de la regulación génica es 
un importante objetivo, no sólo para la ciencia básica, sino también para la investiga- 
ción terapéutica y biotecnológica aplicada. En la introducción se ha mostrado que la 
regulación génica en eucariotas es un proceso extremadamente complejo, que impli­
ca la acción coordinada de diferentes mecanismos de regulación epigenética de la 
cromatina (modificaciones de histonas, remodelación de la cromatina y metilación del 
DNA entre otros) y no epigenética (unión de factores transcripcionales al promotor). 
Estos complejos mecanismos son requeridos para la asociación de la maquinaria 
transcripcional y la consiguiente lectura de la información genética. A pesar de la in­
gente cantidad de trabajos publicados en este campo, todavía no se han conseguido 
presentar resultados paradigmáticos. Esto puede ser debido en parte, al hecho de 
que un análisis profundo de los mecanismos moleculares en los genes examinados 
hasta la fecha muestra características tanto generales como específicas de cada gen. 
Por otra parte, está aún por esclarecer la naturaleza de los procesos interdependien- 
tes que tienen lugar en los promotores de una gran cantidad de genes, diana de estí­
mulos externos. La implicación de estos procesos en el desarrollo de ciertas patologí­
as es una línea de trabajo que abre un prometedor campo de investigación cuyo de­
sarrollo puede conducir a la aparición de nuevas estrategias terapéuticas para paliar 
dichos procesos.
La pancreatitis aguda (PA) es una de las principales afectaciones del pán­
creas, que en casos graves produce necrosis a nivel local y desarrolla además múlti­
ples complicaciones sistémicas. El conjunto de órganos afectados, en especial el 
páncreas, desencadena un complejo y poco conocido programa de regulación de la 
expresión génica que pone en marcha la respuesta inflamatoria local y sistémica. Sin 
embargo, un análisis detallado de los sucesos temporales que ocurren en los promo­
tores de estos genes durante la PA no ha sido llevado a cabo hasta la fecha.
La línea central de investigación de este trabajo ha consistido justamente en 
intentar conocer los posibles mecanismos moleculares implicados en la regulación de 
la expresión génica durante la PA.
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1. El primer objetivo general ha consistido en analizar cómo los estímulos gene­
rados durante la PA modifican la estructura y funcionalidad de la cromatina en 
los promotores de los genes que se consideran responsables de esta patología 
en un modelo experimental in vivo de PA inducida por taurocolato. La estrategia 
a seguir para conseguir este objetivo ha consisitido en desarrollar los siguiente objeti­
vos concretos:
1.1) Rastreo y selección de los genes activados durante la PA por RT-PCR 
cuantitativo y semicuantitativo, y análisis de la transcripción en tiempo real de 
los genes seleccionados mediante RNApol-ChIP.
1.2) Estudio de la correlación entre ia activación transcripcional y la unión de 
factores de transcripción, complejos reguladores y modificaciones de las his- 
tonas en los promotores de los genes seleccionados. Para este propósito se 
utilizará principalmente la técnica de la inmunoprecipitación de fragmentos de 
cromatina (ChIP) que permite la cartografía epigenética de las regiones espe­
cíficas de los promotores (Spencer et al. 1999).
Aunque el modelo experimental de PA inducida por taurocolato permite la aproxima­
ción in vivo al estudio dei problema, éste presenta ciertas limitaciones que pueden ser 
salvadas con un modelo in vitro de células acinares inmortalizadas AR42J.
2. El segundo objetivo general de este trabajo ha consistido por tanto en profun­
dizar y ampliar los conocimientos obtenidos en el modelo In vivo sobre los me­
canismos de regulación de la cromatina en el modelo in vitro de células AR42J.
Para este fin se han desarrollado los siguientes objetivos concretos:
2.1) Rastreo y posterior selección de los genes implicados en la respuesta lo­
cal y sistémica de la PA que se induce por taurocolato y citoquinas en células 
AR42J.
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2.2) Profundización en el estudio de la unión de factores transcrípcionales, 
complejos reguladores y modificadores de las histonas en los promotores de 
los genes seleccionados y su correlación con el patrón de expresión génica.
2.3) Análisis de las rutas de transducción de señales responsables de los 
cambios en los promotores de Eos genes seleccionados durante la PA.
2.4) Estudio de los cambios estructurales de la cromatina, posicionamiento 
nucleosomal y remodelación de la cromatina, producidos en los promotores 
de los genes diana como resultado de la activación génica.
2.5) Estudio de la localización subcelular de los factores transcrípcionales im­
plicados en el desarrollo de la PA como un posible mecanismo adicional de 
regulación de su funcionalidad.
Una de las principales complicaciones de la PA es el desarrollo de una respuesta 
inflamatoria sistémica que conduce en último término a la mortalidad característica de 
las PA graves. Así pues, una vez conocido el complejo programa de activación génica 
en páncreas durante PA, sería útil conocer si la respuesta inflamatoria en órganos 
distantes está modulada por los mismos genes que se activan en el páncreas.
3. El tercer objetivo general ha consistido en analizar la respuesta génica en 
hígado y pulmón en el modelo in vivo de PA inducida por taurocolato. Finalmen­
te, en trabajos recientes se ha descrito que el tratamiento con pentoxifilina presenta 
efectos beneficiosos en ciertos aspectos de la PA experimental. A pesar de los 
hallazgos fisiopatológicos, el mecanismo molecular de acción de este fármaco en el 
desarrollo de esta patología no está aún completamente esclarecido.
4. El cuarto objetivo general de este trabajo ha consistido en conocer si la pen­
toxifilina ejerce su acción beneficiosa mediante la inhibición de alguno de los 
genes activados durante la PA in vivo. El estudio se ha desarrollado a través de los 
siguientes objetivos concretos:
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4.1) Análisis del posible efecto de la pentoxifilina sobre la expresión de los 
genes activados durante la PA. En los casos de genes inhibidos por el trata­
miento, se ha estudiado si se encuentra alterada la unión al promotor de los 
factores transcrípcionales o de los complejos modificadores de la cromatina.
4.2) Examen de la acción inhibidora de la pentoxifilina sobre las rutas de 
transducción de señales activadas durante la PA.
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1. MATERIALES BIOLÓGICOS
1.1. Animales de experimentación
Los animales de experimentación utilizados en este trabajo fueron ratas Wis- 
tar macho jóvenes de 250 a 350 g de peso corporal, mantenidos bajo condiciones de 
temperatura (23 ± 1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz /oscuridad (12h/12 h) 
constantes. Se alimentaron con una dieta de laboratorio estándar y agua corriente ad 
libitum.
La intervención de los animales se llevó a cabo por vía intraperitoneal, previa 
inducción anestésica con ketamina (80 mg/kg) y acepromacina (2,5 mg/kg) (Pfizer, 
Suiza). La manipulación de los animales y los protocolos de experimentación han sido 
realizados de acuerdo con las normas fijadas por las regulaciones europeas (Council 
Directive. 86/609/EEC).
1.1.1. Modelo experimental de pancreatitis aguda necrótica
El modelo de pancreatitis aguda necrótica utilizado en este trabajo ha sido el 
de infusión retrógrada de sales biliares, en este caso taurocolato sódico, que intenta 
aproximarse a los fenómenos que ocurren en una pancreatitis de origen biliar. El ma­
terial quirúrgico necesario para realizar el modelo experimental consiste en bomba de 
perfusión (“Harvard Instruments" Modelo “Pump 11"), tijeras, pinzas y una cánula de 
0.6 mm de diámetro (Clay Adams PE10) (figura 15A).
La inducción de la PA se inicia practicando una laparotomía media, tras anes­
tesiar al animal (figura 15B), se eviscera y se localiza el duodeno. Este se punciona 
en su borde antimesentérico para canalizar el conducto biliopancreático con la cánula 
de 0.6 mm de diámetro (figura 15C). Dicho conducto se pinza en su salida hacia el 
hígado para evitar su perfusión (figura 15D), prosiguiendo con la infusión de tauroco­
lato al 3.5% (Sigma, St Louis, Miss, USA) a un ritmo de 0.1 mL/100 g de peso del 
animal durante un minuto, mediante una bomba de infusión (“Harvard Instruments") 
(figura 15E). Una vez concluida la infusión, se retiran el pinzamiento y la cánula, se
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reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y se cierra la lapa­
rotomía con seda de 3/0.
A. B. C.
Figura 15. (A) Material necesario para la inducción de la pancreatitis aguda. (B) Preparación de la rata 
para el proceso quirúrgico. (C) Cánula insertada en el conducto biliopancreático a través del borde anti- 
mesentérico del duodeno. (D) Clampaje proximal del conducto biliopancreático para evitar el reflujo de 
taurocolato hacia el hígado. (E) Tras la perfusión del taurocolato se aprecian en el páncreas zonas de 
necrosis y edema. (F) Cánula insertada en la vena femoral para la administración de los tratamientos.
Para el grupo de animales tratados con pentoxifilina, ésta se administra me­
diante perfusión intravenosa inmediatamente después de la inducción con taurocola­
to, a una dosis de 12 mg/kg de peso del animal y a un ritmo de 0.066 ml/min durante 
30 minutos. La administración de suero fisiológico (NaCI al 0.9%) para el grupo SHAM 
se realiza de la misma manera, por canulación de la vena femoral izquierda del ani­
mal, a un ritmo de 0.066 ml/min durante 30 minutos, tras lo que se comprime la vena 
y se sutura la piel con seda de 3/0 (figura 15F).
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En la primera parte de este trabajo se ha estudiado la regulación génica du­
rante la PA. Para ello se configuraron seis grupos a analizar (el número de animales 
utilizados en cada grupo varía entre 3 y 6). En cada uno de los grupos se ha extraído 
muestras de tejido pancreático, hepático y pulmonar para inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP), para extracción de RNA total (RT-PCR semicuantitativa y cuantita­
tiva) y para extracción de proteína total (“western blot’).
- Grupo 1: 0 horas, grupo control.
- Grupo 2: 0.5 horas tras la inducción de la PA.
- Grupo 3: 1 hora tras la inducción de la PA.
- Grupo 4: 2 horas tras la inducción de la PA.
- Grupo 5: 3 horas tras la inducción de la PA.
- Grupo 6: 6 horas tras la inducción de la PA.
En función de los resultados obtenidos previamente, se elaboran otros tres 
grupos con el objetivo de determinar los efectos de la pentoxifilina (un posible fárma­
co para la PA) en la activación génica de la respuesta inflamatoria durante la PA. El 
número de animales oscila entre 3 y 6 para cada grupo.
- Grupo C: infusión de suero fisiológico en el conducto biliopancreático y en la vena 
femoral, utilizado como grupo SHAM.
- Grupo T: perfusión de taurocolato al 3.5% en el conducto biliopancreático (PA) y de 
suero fisiológico en la vena femoral, utilizado como grupo de pancreatitis control.
- Grupo P+T: perfusión de taurocolato al 3.5% en el conducto biliopancreático (PA) y 
de pentoxifilina en la vena femoral.
1.2. Cultivos primarios de células acinares de páncreas
La obtención de “acini" pancreáticos frescos se realiza mediante una diges­
tión del páncreas con colagenasa y agitación vigorosa. Tras la digestión del tejido, se 
realizan lavados para eliminar la colagenasa y por último se cultivan los "acini" aisla­
dos en placas petri con el medio adecuado en la estufa de cultivos.
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1.2.1. Medios de cultivo
La composición es la siguiente (tabla 4):
Tabla 4. Composición del medio de cultivo primario de células acinares.
C om ponentes
final (mM)
Com ponentes
Concentración  
final (m M )
NaCI 110 MgCI2 1
KCI 5.5 Inhibidor tripsina 0.01 %
NaH2P 04 2 HEPES 25
Piruvato 4 Glutamina 0.05 %
Fumarato 4 Albúmina de suero bovino 0.2 %
Glutamato 12 Composición mínima de aa (sigma)
Glucosa 12 Composición mínima de vitaminas (sigma)
CaCI2 1 Colagenasa 100 U/mL
Se preparan también dos tampones iguales al anterior, pero ambos sin cola­
genasa. Uno con albúmina de suero bovino al 0.2% y otro con Albúmina de suero 
bovino al 0.4%. Estos tampones ricos en albúmina nos permitirán eliminar la colage­
nasa del medio para el posterior cultivo.
1.2.2. Procedimiento
Tras el sacrificio del animal, se coloca apoyado sobre su lado derecho para 
que nos ofrezca el izquierdo. Tras empapar el pelo con alcohol al 70%, se realiza una 
laparotomía para extraer del páncreas. Primero se localizan las uniones al estómago 
y al duodeno, separándolas con ayuda de dos pinzas. Después se localiza el bazo y 
estirando de él, se acaba de extraer todo el páncreas. Rápidamente se coloca sobre 
una placa petri rellena de parafina que nos servirá de soporte. Se evita la deshidrata- 
ción añadiendo 5 mL de la solución de digestión. Se desecha la grasa y la mesentéri- 
ca, así como posibles nodulos linfáticos que veamos en el páncreas. Se extiende y 
mediante agujas se pincha, de manera que quede en forma de lámina estirada. Se 
recogen los 5 mL de la solución de digestión con una jeringa y con ayuda de una agu­
ja doblada se inyecta la solución de digestión dentro del páncreas. Se repite el proce-
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dimiento hasta que todo el páncreas esté uniformemente hinchado, reciclando siem­
pre el líquido a inyectar.
Posteriormente se trocea el páncreas y se coloca en un matraz erlenmeyer 
recogiendo todo el líquido posible. Se cierra el erlenmeyer con tapón de goma, y tras 
saturar con oxígeno, se coloca en un baño a 37°C agitando a máxima potencia. Pa­
sados 15 minutos se procede ai cambio de medio, decantando el medio utilizado y 
añadiendo 5 mL de solución de digestión nueva. Se repite la agitación saturando 
siempre con oxigeno antes y cambiando el medio dos veces para hacer un total de 
tres agitaciones de 15 minutos. Por último, se agita a mano durante 5 minutos vigoro­
samente. Si el páncreas no está bien digerido se debe realizar un nuevo cambio de 
medio y dejar 15 minutos más agitando. Tras la digestión con la colagenasa se cuelan 
los “acini” pancreáticos usando dos pipetas de vidrio, primero una con pequeño orifi­
cio de salida y luego otra con orificio de salida más pequeño aún. Se deben retirar 
todas aquellas partículas que no son capaces de atravesar los orificios de las pipetas 
puesto que serán restos no digeridos, grasa o restos de vasos sanguíneos, etc.
Una vez concluida la separación de partículas sin digerir finaliza el tratamien­
to con colagenasa y se debe proceder a la eliminación de la misma, realizando lava­
dos con alta concentración de albúmina de suero bovino. Para ello, se recoge con 
pipeta pasteur ei medio con el páncreas digerido y se vierte a un tubo que tenga 5 
mililitros de la solución de albúmina de suero bovino al 4% lentamente. Puesto que el 
páncreas está digerido en otros 5 mL aproximadamente, el volumen total será de 10 
mL, entonces la concentración de BSA total es del 2% aproximadamente. Se centrifu­
ga el tubo a 1000 rpm durante 5 segundos, para que precipiten los “acini” y se retira el 
sobrenadante. El precipitado se resuspende con pipeta pasteur añadiendo solución 
de BSA sin colagenasa y se añade a un segundo tubo que contiene 5 mL de BSA al 
4% y 5 mL de BSA al 0,2% ambos sin colagenasa. Tras otra centrifugación de 1000 
rpm durante 5 segundos se retira el sobrenadante y el precipitado se vuelve a resus- 
pender para pasarlo a un último tubo que contiene 5 mL de BSA al 4%, realizando así 
el tercer lavado. Se centrifuga de la misma manera y el precipitado se resuspende 
con el medio de cultivo a utilizar, que en la presente tesis es 199 médium (Gibco,
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Invitrogen), adicionando una solución de penicilina y estreptomicina con 10000 unida­
des por mililitro de ambas para conseguir una concentración final de 100 unidades de 
estreptomicina y 100 de penicilina para evitar la contaminación (Gibco, Invitrogen). 
Tras centrifugar las células en el medio de cultivo a 1000 rpm durante 5 segundos se 
retira el sobrenadante y se añade la cantidad deseada de medio de cultivo para reali­
zar la siembra.
El medio de cultivo con los “acini” pancreáticos se ha de resuspender ade­
cuadamente puesto que los “acini” precipitan rápidamente de forma que la siembra se 
ha de realizar agitando siempre la suspensión de células. Para la siembra se utiliza­
ron placas petri de 60 mm que corresponden a un área aproximada de 21 cm2 aña­
diendo 4 mililitros de suspensión de “acini” pancreáticos por cada placa. Para una 
correcta distribución de los “acini”, se reparte el contenido de un páncreas en 4 placas 
de cultivo.
1.3. Cultivos de células AR42J
En nuestro estudio, empleamos la línea celular AR42J, proveniente de células 
de tumor pancreático exocrino de rata. La razón por la cual escogimos esta línea ce­
lular es porque se asemeja en su organización y su secreción a los "acini" que forman 
el páncreas. Es la línea celular in vitro que más se acerca a las células del páncreas 
in vivo
1.3.1. Medio de cultivo
Las células AR42J se cultivaron según indicaciones de la "American Type 
Cell Culture (ATCC)”. Su composición es la siguiente:
- "Dulbecco's Modified Eagle Médium" con glutamina (GIBCO Lab. USA), pH 7.4 al 
cual se le añade los siguientes compuestos:
- Suero bovino fetal 10%
- Estreptomicina 100 jag/mL
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- Penicilina 100 pg/mL conc. final
- Fungizona 25 pg/mL conc. Final
Los frascos se incuban a 37°C en una estufa incubadora bajo una atmósfera 
con un 5 % de C 02.
1.3.2. Tratamiento de las células AR42J
Se dejó crecer el cultivo hasta un 80 % de confluencia en placas petri de po- 
liestireno, cambiando el medio 24 horas antes del experimentos para disminuir la 
concentración de suero bovino fetal al 0.5 %.
1.3.2.1. Tratamiento con taurocolato
El taurocolato sódico se disolvió en tampón PBS a una concentración de 10% 
p/V y se filtró con un filtro de 0.22 pm (millipore), utilizándose inmediatamente.
Con el objetivo de estudiar de forma aislada los procesos acaecidos en el or­
ganismo completo se realizaron ensayos de dosis-respuesta (0, 0,03, 0.1, 0.3 y 0.5%) 
de taurocolato. Tras determinar la dosis adecuada el cultivo de células AR42J se in­
cuba con ácido taurocolato al 0.3% (sigma) a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3
y 6 horas). Para los análisis de extracción de RNA total se cultivaron placas de 35 mm
a una densidad del 70%.
1.3.2.2. Tratamiento con citoauinas
Las diferentes citoquinas Interleuquina 6 (IL-6) (sigma 1-1395), Interleuquina 
1(3 (IL-1(3) (sigma I-2393) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (sigma T-5944) 
se disuelven en tampón PBS a una concentración de 10 pg/mL y se utilizan inmedia­
tamente o se congelan a -20 °C.
Una vez conocidos los resultados anteriores, se analizó el efecto en la regu­
lación génica de las citoquinas IL-6, IL-1(3 y TNFa en el cultivo de células AR42J. En
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primer lugar a diferentes concentraciones (10, 25, 50 y 100 ng/mL) a tiempo de 1 hora 
y posteriormente a una concentración de 50 ng/mL a diferentes tiempos, llegando 
incluso a 18 horas tras el inicio de la incubación. Para este experimento se utilizaron 
placas similares al protocolo anterior.
1.3.2.3. Tratamiento con inhibidores de rutas de señalización
Todos los inhibidores se prepararon a una disolución stock y se filtraron con 
filtro de 0.22 pm antes y se congelaron a -20 °C hasta su uso.
T ab la  5. Reactivos utilizados en el presente estudio.
Compuestos C.comercíal disolvente Concentración Concentración
Taurocolato Sigma PBS 10% 0.3 %
TN Fa Sigma h 2o 10 mg/mL 50 ng/mL
PD98059 (Inh. MEK1/2) Calbiochem dmso 25 mM 100 pM
SB203580 (Inh. P38) Calbiochem dmso 25 mM 100 pM
Inhibidor JNK Calbiochem dmso 25 mM 100 pM
Inhibidor ERKs Calbiochem H20 500 pM 20 pM
Wortmanin (Inh. PI-3K) Calbiochem dmso 0.25 mM 1 pM
H89 (Inh. PKA) Calbiochem dmso 2.5 mM 10 pM
Inhibidor NFkB Calbiochem H20 0.5 mM 25 pM
Inhibidor STAT3 Calbiochem h 2o 1 mM 100 pM
Pentoxifilina Sigma h 2o 3 mg/mL 12 pg/mL
cicloheximida Sigma h 2o 6.25 pg/pL 25 pg/mL
DAPI Invitrogen h 2o 5 mg/mL 3 pM
Yoduro de propidio Sigma PBS 1 mg/mL 2 pg/mL
Anexina + fluoresceína Invitrogen PBS comercial 3 pg/pL
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Los cultivos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en el incubador a 5% de 
C 0 2 con todos los inhibidores antes del tratamiento o no con taurocolato (30 minutos)
0 con TNFa (3 horas), excepto en los experimentos con cicloheximida que se añadió
1 hora antes que el tratamiento y 30 minutos antes que los inhibidores. Para este 
experimento de extracción de RNA total se cultivaron placas de 10 mm a una densi­
dad 70%.
2. INMUNOPRECIPITACIÓN DE FRAGMENTOS DE CROMATINA EN TEJIDOS  
(CHIPI
2.1. Preparación de núcleos en tejido
2.1.1. Preparación de núcleos en páncreas de rata
Este método fue adaptado a nuestro tejido a partir del protocolo descrito por 
Borrás et al. (2003). Las muestras de tejido pancreático, aisladas de la región de la 
cabeza del páncreas cuyo peso promedio es de 0.5 g, fueron extraídas quirúrgica­
mente de ratas Wistar previamente anestesiadas, y se sumergieron en 30 mL de PBS 
con 1% de formaldehído durante 10 minutos con rotación suave a temperatura am­
biente. Es de destacar que para obtener una cantidad de cromatina adecuada para 
cada tiempo a estudio, deben utilizarse tres páncreas de rata como muestra de parti­
da. El formaldehído une mediante enlaces carbamida, el DNA con los factores nuclea­
res, proteínas reguladoras y complejos HATs, HDACs o remodeladores de la cromati­
na. La reacción se detiene por adición de glicina a una concentración final de 0.125M. 
Las muestras se lavan dos veces con 10mL de PBS y se resuspenden en 10 mL de 
PBS suplementado con 2 pL/mL de cocktail de inhibidores de proteasas de mamífe­
ros y de fosfatasas I y II (sigma). El tejido se disgrega en un homogeneizador (potter 
elvehjem) y se filtra a través de una membrana de nylon de poro de 500 fim a un tubo 
falcon y se centrifuga a 3000 rpm durante 5 min. Los sedimentos celulares son resus- 
pendidos suavemente con pincel en tampón de lisis celular (5mM HEPES, 85 mM 
KCI, 0.5% NP40 pH 8.0) suplementado con 2 pL/mL de cocktail de inhibidores de 
proteasas de mamíferos y de fosfatasas I y II (sigma) y se incuban en hielo durante
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15 min. Se centrifugan posteriormente a 5000 rpm durante 5 min para recoger los 
núcleos y los sedimentos nucleares se resuspenden en 3 mL de tampón de lisis nu­
clear (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS pH 8.1) y se almacena a -20°C en 
alícuotas hasta su uso.
2.1.1.1. Fragmentación de la cromatina entrecruzada en páncreas de rata
Para obtener los fragmentos de cromatina para la inmunoprecipitación, los 
núcleos lisados se someten a sonicación (“Vibra-Cell VCX-500 sonicator”). Cada 
muestra fue sonicada con 5 ciclos de 10 segundos a 38% de amplitud con un microtip 
de 3mm, siendo mantenidas en hielo durante 2 minutos entre ciclos. Los parámetros 
de sonicación fueron previamente determinados en un experimento similar para obte­
ner un rango de distribución de tamaños de cromatina desde 400pb a 800pb (ver 
anexo 1). A continuación las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 10 
minutos y transferidas a nuevos eppendorfs hasta eliminar cualquier rastro de resi­
duos celulares. Una alícuota de 50 pL se aísla y se procesa para extracción y cuanti- 
ficación de DNA por picogreen, mientras que otra alícuota de 5 pL se aísla para la 
medida directa de la cromatina por OD26o diluida 100 veces en SDS al 1%. La mues­
tra restante que contiene los fragmentos de cromatina solubles se diluye 1:10 en tam­
pón de dilución (0.01% SDS, 1.1% Tritón X-100, 1.2 mM EDTA, 167 mM NaCI, 2 
pL/mL de cocktail de inhibidores de proteasas de mamíferos y de fosfatasas I y II 
(sigma), 16.7 mM Tris-HCI pH 8.0) y finalmente es congelada.
A n exo  1: O p tim izac ió n  de los tam añ o s  de frag m en to s  de cro m atin a
Las condiciones experimentales que se resumen en este apartado se optimiza­
ron en base a los estudios que se recogen en este anexo 1.
Como muestra la figura 16, un tiempo de entrecruzamiento del páncreas con 
formaldehído de 15 min produce fragmentos de tamaño superiores a 2.5 kilobases sin 
que la fragmentación por ultrasonidos origine variaciones perceptibles al aumentar el 
número de ciclos de sonicación. Sin embargo, la incubación con formaldehído de 10 
min, casi con independencia del número de ciclos de sonicación, entre 5 y 15, permi­
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te la obtención de fragmentos de rango entre 400 y 600 pb, que son los apropiados 
para la posterior inmunoprecipitación. Es por tanto de suma importancia establecer
Figura 16. Puesta a punto de las condiciones del tiempo de entrecruzamiento y de sonicación para 
la inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina en páncreas de rata. Las muestras son entrecru­
zadas con formaldehído durante 10 ó 15 minutos y sonicadas con número de ciclos de 5, 10 y 15 para 
estimar los tamaños idóneos de los fragmentos de cromatina. Las dos últimas carreras corresponden a los
patrones de peso molecular X/HindIII y plOO respectivamente.
adecuadamente el tiempo de entrecruzamiento ya que tiempos excesivos imposibili­
tan la rotura por sonicación obteniéndose fragmentos de tamaños excesivamente 
largos. Los fragmentos grandes de cromatina excesivamente entrecruzada puede 
provocar, por una parte, que los epítopos de la proteína a estudio queden ocultos del 
reconocimiento por el anticuerpo y, por otro, que se encuentren es los fragmentos 
más de un gen, aparte del de interés, que sería coinmunoprecipitados con éste. En el 
lado opuesto, la obtención de fragmentos de cromatina de tamaño muy corto (meno­
res de 300 pb) resultado de la excesiva sonicación disminuye notablemente la poste­
rior cuantificación por PCR ya que la población de fragmentos de DNA potencialmen­
te amplificable es sensiblemente inferior.
Los tiempos de entrecruzamiento más apropiados dependen de las caracterís­
ticas del tejido usado, mientras que el número de ciclos de sonicación depende tanto 
del tipo de sonicador como del tejido utilizado. Las condiciones para obtener fragmen­
Ciclos de sonicación
«3 ■ £ * v , « 3 * S í *v> ^ ' V
700 pb
15 10
Tiempo (min)
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tos de cromatina adecuados de entre 400 y 500 pb para diferentes tejidos son: 12 min 
de entrecruzamiento y 7 ciclos de sonicación para hígado; 10 min y 5 ciclos de soni­
cación para páncreas y 15 min y 5 ciclos de sonicación para pulmón.
2.1.2. Preparación de núcleos en hígado y pulmón de rata
A las ratas Wistar previamente anestesiadas se les realiza una resección qui­
rúrgica total del hígado, aislando solamente 3 g que se sumergen en 30 mL de PBS 
con 1% de formaldehído durante 12 minutos con rotación suave a temperatura am­
biente y se procede de forma similar al páncreas (ver apartado IV.2.1.1.). Respecto ai 
pulmón, tras la resección quirúrgica se sumergen también en 30 mL de PBS con 1% 
de formaldehído aunque en este caso durante 15 minutos, debido a la textura fibrosa 
de este órgano, con rotación suave a temperatura ambiente.
2.1.2.1. Fragmentación de la cromatina entrecruzada en hígado v pulmón de rata
En el caso del hígado, también se someten los núcleos lisados a sonicación 
(Vibra-Cell VCX-500 sonicator) para fragmentar la cromatina como se realizaba en el 
páncreas. Aunque en este caso las muestras se sonican con 8 ciclos de 10 segundos 
a 38% de amplitud con un microtip de 3mm, siendo mantenidas en hielo entre ciclos 
durante 2 minutos. Mientras que las muestras de pulmón sólo son necesarios 5 ciclos 
de sonicación.
2.2. Desentrecruzamiento de la cromatina
La alícuota de 50 pL de cromatina (ver apartado IV.2.1.1.1.) se lleva a 500 pL 
con TE (1mM EDTA,10 mM Tris-CL, pH 8), se le añade 40 pL/mL de RNasa A y se 
incuba a 65 °C durante toda la noche o como mínimo 6 horas. Tras ello, se lleva la 
muestra a una concentración final de 1% en SDS y 100 pg/mL de proteinasa K. La 
reacción se incuba a 37 °C durante 1 hora. El DNA se extrae una vez con fenol, otra 
con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25/24/1) y una final de cloroformo/alcohol 
isoamílico (24/1). El DNA se precipita añadiendo 2.5 volúmenes de etanol absoluto y
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1/10 volumen de acetato sódico 3M, pH 5,2 y se incuba a -20 °C durante toda la no­
che. Tras el lavado con etanol 70%, el DNA se resuspende en TE pH 8. El DNA co­
rrespondiente a cada fracción se disuelve en 400 pL de tampón TE y su concentra­
ción se cuantifica en placa de 96 pocilios por el "Pico Green DNA quantif¡catión Kit” 
{Molecular probes) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
De forma breve, se construye una curva de referencia añadiendo 100 pL de 
cantidades decrecientes de una concentración conocida de X DNA diluido en TE 
(1mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5) en cada pocilio. Por otro lado, se añaden dife­
rentes diluciones de las muestras en 100 pL del mismo tampón anterior a diferentes 
pocilios. Tras ello, 100 pL del fluoróforo del Pico Green (diluido 1/1000 con el mismo 
tampón) se añaden a cada pocilio y se registra la medida de fluorescencia en un apa­
rato Fujifilm FLA3000 utilizando el programa informático correspondiente Image Gau- 
ge V3.12. La longitud de excitación se fijó a 480 nm y la de emisión a 520 nm. La 
curva de referencia que relaciona la fluorescencia frente a la concentración de X DNA 
se utilizó para calcular la concentración del DNA. La comparación entre las medidas 
de Absorbancia a 260 nm (cromatina) y de Pico Green (DNA) indica que existe una 
relación de equivalencia aproximada entre 1 unidad de Absorbancia en cromatina y 
15 pg/mL de DNA. Con el objeto de conocer la distribución de tamaños de los frag­
mentos de cromatina, se corre una electroforesis en gel de agarosa-TBE al 0.8%.
2.3. Inmunoprecipitación de cromatina entrecruzada con formaldehído
Una vez se ha determinado la concentración y comprobado el tamaño correc­
to del DNA en la cromatina entrecruzada, las muestran son descongeladas. Para 
cada inmunoprecipitación se utilizan 3,5 unidades de Absorbancia equivalentes 
aproximadamente a unos 50 pg de DNA.
La muestra, que contiene los fragmentos de cromatina solubles, se incuba 
con 30 pL de proteína A+G-sefarosa, conseguida tras combinar volúmenes iguales de 
proteína A-sefarosa y proteína G-sefarosa (Roche) bloqueadas previamente con
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XDNA sonicado 250 |jg/mL, BSA 10|jg/mL y tRNA 250 pg/mL. La incubación se reali­
za a 4°C durante 4 horas en una plataforma rotatoria y se centrifugan a 12000 rpm 
durante 30 seg. para eliminar la fracción que se una de forma inespecífica a la proteí­
na A+G en las posteriores etapas de la inmunoprecipitación.
Los complejos de inmunoprecipitación son seleccionados mediante la adición 
a los sobrenadantes de los anticuerpos correspondientes (ver tabla 6), excepto una 
muestra que es tratada de forma similar a la que no se le añade anticuerpo (No Ab).
Al día siguiente tras la incubación con el anticuerpo, a todas las muestras se 
les añade 50 \iL de proteína A+G-sefarosa previamente bloqueada como se comentó 
anteriormente, y se incuba a 4 °C durante 4 horas en rotación. Tras ello todas las 
muestras se centrifugan a 12000 rpm durante 1 minuto y se recoge el sedimento con 
las proteínas A+G-sefarosa que contiene la fracción anticuerpo-unido (en este paso 
se recoge el sobrenadante de la muestra que no contiene anticuerpo, que correspon­
de a la fracción Input). Se lava durante 5 minutos en rotación dos veces con 1mL de 
tampón de lavado de baja salinidad (50mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCI, 0.5 % 
Ácido deoxicólico, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1mM EDTA), dos veces con tampón de alta 
salinidad (50mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCI, 0.5 % Ácido deoxicólico, 0.1% SDS, 
1% NP-40, 1mM EDTA), posteriormente dos veces con tampón de LiCI (50 mM Tris- 
HCI pH 8.0, 1mM EDTA, 250 mM LiCI, 1% NP-40, 0.5 % Ácido deoxicólico) y final­
mente dos veces con tampón TE pH 8 (Tris 10mM, EDTA 0.25 mM). La cromatina 
unida a la proteína A+G-sefarosa fue recuperada mediante la incubación con un tam­
pón de elución preparado al instante (NaHS03 100 mM, SDS 1%). Los fragmentos de 
cromatina aislados con el anticuerpo se incuban a continuación a 65°C durante toda 
la noche para eliminar el entrecruzamiento entre los complejos proteicos y el DNA. Al 
día siguiente se digieren las muestras con proteinasa K 1 p.L/1 OOjaL durante 1 hora y 
finalmente el DNA de las fracciones (Input, inmunoprecipitado (IP) y (No Ab) se purifi­
can con PCR purification Kit (Quiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabrican­
te. El DNA se eluye con 60 pL de buffer de elución que provee el fabricante (15 mM 
Tris-HCI, pH 8,5) y se almacena a -20 °C hasta su análisis por PCR.
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Tabla 6. Anticuerpos utilizados para los ensayos ChIP y western blotting.
Anticuerpo Cxomerciel pg ün Anticuerpo C .comercial
a-ATF-2 Santa Cruz (se-187) 2 a-SP1 Santa Cruz (sc-59) 2
a-ATF-3 Santa Cruz (se-188) 2 a-SRF Santa Cruz (sc-335) 2
a-CBP Santa Cruz (sc-369) 2 a-H3 K4 me2 Abcam (ab 7766) 2
a-C/EBP P Santa Cruz (sc-150) 2 a- H3 K4 me, Abcam (ab 8580) 0.5 pL
a-EGR-1 Santa Cruz (sc-110) 2 a-H3 K9 ac Abcam (ab 4441) 2 pL
a-ELK-1 Santa Cruz (sc-355) 2 «-H3 K14 ac Upstate (07-353) 1 pL
a-ETS-2 Santa Cruz (sc-351) 2 a-H3 K18 ac Abcam (ab 1191) 2 pL
a-GCN5 Santa Cruz (sc-6303) 2 a-H3 K23 ac Abcam (ab 1768) 2 pL
a-HDAC1 Santa Cruz (sc-6298) 2 a-H3 K27 ac Upstate (07-360) 0.5 pL
a-HDAC2 Santa Cruz (sc-6296) 2 a-H3 R17 me. Upstate (07-214) 3 |iL
a-HDAC3 Santa Cruz (sc-11417) 2
a- H3 S10PH - 
K14 ac
Upstate (07-081) 2pL
u-mSin3A Santa Cruz (sc-994) 2 a-H4 K5 ac Abcam (ab 1758) 2 pL
q-NFkB Santa Cruz (sc-109) 2 a-H4 K8 ac Abcam (ab 1760) 2 pL
a-pCAF Santa Cruz (sc-8999) 2 a-H4 K9 me, Upstate (05-685) 1 PL
a-RNApol II Santa Cruz (sc-899) 2 a-H4 K16 ac Upstate (07-329) 1 PL
a-fosfo-p42/44 Cell slgnal. (E-7028) 1:1000 a-fosfo-p38 Cell signal. (P-1491) 1:1000
a-fosfo-JNK Cell signal. (J-4644) 1:1000
A n e x o  2: O p tim izac ió n  de co n d ic io n es  del C hIP
Las condiciones del ChIP fueron optimizadas en los estudios que se detallan 
en este anexo 2.
Esta etapa consistió en establecer las cantidades adecuadas de fragmentos 
de cromatina y de anticuerpo frente a los diferentes factores proteicos. En la figura 17 
se presenta una inmunoprecipitación en la que se analiza la unión de la RNApol II en 
el promotor del gen egr-1. Las tres primeras carreras corresponden a la fracción de 
input, control positivo interno que nos indica que trabajamos en la región lineal de 
amplificación en la PCR. Las PCR de muestras, correspondientes a la inmunoprecipi­
tación con diferentes cantidades de cromatina (1U, 3U y 6U, estimadas por Absor­
bancia a A= 260 nm), revelan una relación proporcional de la intensidad de la banda 
de la PCR respecto a la cantidad de cromatina inmunoprecipitada. En los controles, 
correspondientes a la fracción sin anticuerpo (NA), se produce también un aumento
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proporcional de la intensidad de la banda aunque en mucha menor proporción y que 
correspondería al ruido de fondo de la técnica. En el panel inferior se utilizó como 
control negativo del ChIP anterior el promotor de la a-act¡na, gen que no se transcri­
be en el páncreas. En este último panel se observa que la muestra inmunoprecipitada 
con 6U de cromatina muestra una banda tenue correspondiente a interacciones ines- 
pecíficas por lo que se utilizaron en los experimentos posteriores 4U como la cantidad 
de cromatina más apropiada para las inmunoprecipitaciones.
A. RNApol-ChIP egr-1
v'ÍN .'CN
B. RNApol-ChIP a-actina
Figura 17. Puesta a punto de las condiciones de cantidad de cromatina para la inmunoprecipita­
ción de fragmentos de cromatina en páncreas de rata. Cantidades de cromatina entrecruzada (medida 
por D 0 26o) de 1, 3 y 6 unidades de absorbancia fueron inmunoprecipitadas con a-RNApol II y, como 
control, se incluye una muestra sin anticuerpo (NA). En el panel superior se muestra la amplificación por 
PCR de las fracciones Input e IP utilizando oligonucleótidos específicos de la región transcribióle del gen 
egr-1. En el panel inferior se amplifica la región transcribióle del gen a-actina como control negativo.
Otro parámetro que se debe determinar es la cantidad de anticuerpo utilizable 
para las inmunoprecipitaciones. En la figura 18 se muestra en el panel superior las 
inmunoprecipitaciones con diferentes cantidades (0.1, 0.4 y 1 ^g) de dos anticuerpos 
(a-H3K14ac y a-H3K27ac) analizado en el promotor del gen egr-1. En el panel del 
anticuerpo a-K4H3ac se observa el aumento de la señal de la banda de PCR al au­
mentar la cantidad del anticuerpo usada, mientras que en el control negativo de la a- 
actina no aparecen bandas apreciables. En el caso del anticuerpo a-H3K27ac, se 
aprecia que con cantidades del mismo tan bajas como 0.1 |ag aparece ya una banda 
muy intensa. Estos resultados ponen de manifiesto que la cantidad de anticuerpo
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adecuada para la inmunoprecipitación varía dependiendo de la naturaleza del anti­
cuerpo, incluso de la preparación comercial del anticuerpo, aunque por norma general 
la mayoría de anticuerpos se pueden utilizar en cantidades de unos 2 pg en cada 
inmunoprecipitación.
A. ChIP promotor de H3K14ac B. ChIP promotor de H3K27ac
input u-H3K14ac(pg) Input u-H3K27ac(ug)
u-actma a-acuna
Figura 18. Puesta a punto de las condiciones de cantidad de anticuerpo para la inmunoprecipita­
ción de fragmentos de cromatina en páncreas de rata. 4 Unidades de cromatina entrecruzadas fueron 
inmunoprecipitadas con cantidades diferentes de anticuerpo a-K14H3ac (A) o a-K27H3ac (B) y se 
incluye como control una muestra sin anticuerpo (No Ab). Las fracciones Input e IP se amplifican u tili­
zando oligonucleótidos específicos del promotor del gen egr-1. En el panel inferior se muestra el análisis 
del promotor del gen a-actina que se utiliza como control negativo.
2.4. Análisis por PCR del DNA inmunoprecipitado
Las secuencias de los cebadores utilizados en los PCRs se representan en la 
tabla 7. Las reacciones de PCR se realizan en un volumen total de 20 pL con 2 pL de 
molde de DNA, 50 pmol de cada cebador, 2 mM MgCI2, 1.5 M betaína y 1 U de Taq 
polimerasa en 1X de tampón de la Taq en las condiciones que se indican en la 
tabla 8.
Para el análisis de los productos de PCR, 5 pL de cada muestra se mezclan 
con 1 pL de tampón de carga 6X y se carga en un gel de agarosa del 1.8 %. El gel se 
corre en un tampón de TBE 0.5X durante el tiempo correspondiente, utilizando patrón 
de pesos moleculares P100 ladder (Pharmacia Biotech). El gel se fotografía utilizando 
un transiluminador de ultravioleta.
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Tabla 7. Oligonucleótidos para el análisis por PCR semicuantitativo en el estudio por
ChIP de los genes diana. Se indican la secuencia, la posición respecto del inicio de transcrip­
ción y que región es amplificada.
nombre Oligo up/dn 
(5'-3'>
Posición
(Pb)
Región
a-actlna AGGGACTCTAGTGCCCAACACCCCCACCTCCACCCTACCTGC
-125
+59
Promotor
transcrito
fi-actina GCCGTTCCGAAATTGCCTACGTCCCTGCTTACCTGGTG
-81
+66
Promotor
transcrito
atf-3 CGTGCGAGGCGCGTAGGTGACTGGGAGCGCGTTGC
-238
-20
Promotor
Promotor
egr-1 GTAGAACCCCGGCCTGACTCAGGCTCCTGGAGTTCCCAGC
-629
-287
Promotor
Promotor
c-fos GCACCCTCAGAGTTGGCTGCGGGAAAGCGCTCCCGAATGC
-417
-151
Promotor
Promotor
icam-1 GGGATGGCCGTCCTGACTAGCCACTTTCCCGGAAACCT
-352
-111
Promotor
Promotor
intergénico TGCCGGTTATCACTCTCTCATGC GGT CTT GGTT CAGT CTT CACATGC
Intergen.
Intergen.
il-6 ATCAGCCCCACCCACTCTGGCGCCTGATGCTGGCTGCTGG
-359
-56
Promotor
promotor
nos-2 GGTGCAGCTAAGAAAAGCCTCCTTTATACCCATCCACGCTCTGC
-281
-46
Promotor
promotor
tnfa GGTGAGGACGGAGAGGAGATTTGGGAGTTAGTACCAGGGTGTTC
-204
+73
Promotor
transcrito
Tabla 8. Condiciones del PCR semicuantitativo para el estudio por ChIP
ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 93 4
35
93 0.5
específica para 
cada amplicón
0.5
72 0.5
1 72 7
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3. INMUNOPRECIPITACIÓN DE FRAGMENTOS DE CROMATINA DEL CULTIVO  
DE CÉLULAS AR42J (CHIP)
3.1. Entrecruzamiento con formaldehído de cromatina
Cultivos celulares de AR42J en placas petri de 10 cm (aproximadamente 10 
millones de células para cada muestra de IP) son tratados con taurocolato (al 0.3 % 
durante 30 minutos) o TNFa (a 50 ng/mL durante 3 horas). Seguidamente se añade el 
formaldehído comercial al 37% directamente al medio de cultivo de las células acina- 
res AR42J hasta una concentración final de 1% y se incuba durante 4 minutos a tem­
peratura ambiente con agitación suave. Entonces, se les añade Glicina hasta una 
concentración final de 0.125 M incubándose como mínimo durante 5 minutos a tem­
peratura ambiente. El medio se decanta y las placas se lavan dos veces con PBS. 
Las células acinares se recogen con un rascador de células en 5 mL de PBS por cada 
placa. Se unen los volúmenes de las 10 placas en un tubo falcon de 50 mL. Tras una 
centrifugación a 2000 rpm durante 3 minutos se retira el sobrenadante y las células se 
congelan en nitrógeno líquido y se almacenan a -80 °C hasta su uso.
3.2. Fragmentación de la cromatina entrecruzada
El total de células acinares AR42J provenientes de 10 placas se descongelan 
en hielo y se resuspenden en 3 mL de tampón de lisis celular (5mM HEPES, 85 mM 
KCI, 0.5% NP40 pH 8.0) suplementado con 2 pL/mL de un cocktail de inhibidores de 
proteasas de mamíferos y de fosfatasas I y II (sigma) se incuban 15 minutos en hielo 
y se centrifuga a 3500 rpm, el sedimento de núcleos se resuspende en 1 mL de tam­
pón de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS pH 8.1). Las muestras 
se sonican con 8 ciclos de sonicación de 10 segundos a una amplitud de 38% (tip de 
3 mm). La cromatina soluble se purifica por centrifugación a 12000 rpm durante 10 
minutos, tantas veces hasta que no sea visible ningún precipitado de restos celulares. 
El sobrenadante se diluye 10 veces con tampón de dilución (0.01% SDS, 1.1% Tritón 
X-100, 1.2 mM EDTA, 167 mM NaCI, 2 pl_/mL de cocktail de inhibidores de proteasas
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de mamíferos y de fosfatasas I y II (sigma), 16.7 mM Tris-HCI, pH 8.0) y se almacena 
a -80 °C hasta su uso.
3.3. Inmunoprecipitación de cromatina entrecruzada
Las fracciones de cromatina entrecruzada con formaldehído de células acina­
res se descongelan en hielo y se incuban con 30 pL de proteína A+G-sefarosa pre­
viamente bloqueada. Tras una centrifugación a 12000 rpm durante 1 minuto, los so­
brenadantes se transfieren a nuevos tubos eppendorf de 1.5 mL. Cada tubo se incuba 
con la cantidad correspondiente de los anticuerpos específicos (ver tabla 6). Las 
muestras se procesan de forma similar a los apartados IV.2.3 y IV.2.4.
4. RNAPOL-CHIP
El estudio de la regulación de la expresión génica requiere la cuantificación 
de la tasa transcripcional, que normalmente implica la detección de mRNAs específi­
cos. Los métodos comúnmente utilizados para este fin son northern blotting e hibrida­
ción in situ, RNA protection assay, RT-PCR semicuantitativa y cuantitativa, y nuclear 
run-on/off. Sin embargo estas técnicas presentan ciertas desventajas que han sido 
descritas en diferentes revisiones (ver por ejemplo (Reue, 1998b)). Para evitar estas 
limitaciones, se desarrolló en nuestro laboratorio una nueva aplicación de la técnica 
ChIP, denominada RNApol-ChIP y que permite conocer la tasa de transcripción en 
tiempo real de los genes en un amplio rango de condiciones de trabajo. Además, 
debido a que no requiere extracción de RNA, está especialmente indicado para análi­
sis de expresión génica en tejidos ricos en RNAsas, como es el caso del páncreas.
La técnica RNApol-ChIP consiste en la detección de la presencia de la RNA­
pol II en la región codificante de los genes a estudios tanto en tejido, como en cultivo 
primario o celular. El método utiliza la técnica ChIP con un anticuerpo frente a la 
RNApol II con la novedad, de que el análisis por PCR semicuantitativo del inmuno- 
precipitado debe llevarse a cabo con oligonucleótidos que amplifican la región trans­
cribióle (tabla 9). Teniendo en consideración que la región amplificada sea más de
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1000 pb aguas abajo del inicio de transcripción, con el objeto de evitar la inmunose- 
lección de RNApol II no elongante y pausada en el promotor de algunos genes a es­
tudio.
A n e xo  3: O p tim izac ió n  de la técn ica  R N A p o l-C h IP
La validación de la técnica RNApol-ChIP se refleja en el artículos (Sandoval et al.,
2004) que se adjunta al final de este trabajo de Tesis Doctoral.
Tabla 9. Oligonucleótidos para ei análisis por RNApol-ChIP de ios genes diana. Se indi­
can la secuencia, la posición respecto del inicio de transcripción teniendo en cuenta el tamaño 
de los intrones, y por último qué región es amplificada.
nombre Ollgo up/dn (5-3*) (Pb)
fi-actina AGAGCAAGAGAGGCATCCTG GGGT CAT CTTTT CACGGTT GG
+1200
+1445
Exón 2 
Exón 2
atf-3 GGGT CACT GGT GTTT G AGGATT GCTT GTT CT GG AT GGCGAAT
+6712
+6771
Exón 1 
Exón 1
egr-1 CTTGCCCTGTTGAGTCCTGC CACAGGCAAAAGGCTT CTCG
+1958
+2058
Exón 2 
Exón 2
c-fós T GGACTT GACT GGGGGT CT G CAGGT CCACATCTGGCACAG
+2072
+2273
Exón 4 
Exón 4
icam-1 TGTCGGTGCTCAGGTATCCA TT CACCT GCACGGAT CCA
+2838
+2889
Exón 2 
Exón 2
il-6 AGAGGCACCTCAGTGGCTGC T GGGCTGACCT GAGACCT GC
+1754
+2198
Intrón 2 
Intrón 2
nos-2 ACT GGACCACCGCTGTCAGG CCT GCTTT GCC ACTT GCCAG
+2653
+3028
Intrón 1 
Intrón 1
tnfa CAGCCGATTTGCCATTTCATTCCTTAGGGCAAGGGCTCTT
+1405
+1457
Exón 4 
Exón 4
hemopexina GGCTTTGGTGGCTGGACCTGACTTTCTGGGGCTGAGGCAG
+1153
+1357
Exón 10 
Exón 10
5. AISLAMIENTO DE RNA
5.1. Extracción de RNA total en tejido de rata
5.1.1. Extracción de RNA total de páncreas
La extracción de RNA total de tejido pancreático se debe realizar utilizando un 
reactivo comercial llamado RNA later (Ambion) cuya función es estabilizar el RNA. 
Tras el tratamiento correspondiente explicado en el apartado IV. 1.1.1 se aíslan de 5 a
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10 mg de tejido pancreático y se sumerge inmediatamente en 0.5 mL de solución 
RNA Later. La extracción total de RNA se lleva a cabo mediante el Kit mini RNA total 
extraction (Quiagen) según las indicaciones del fabricante. El RNA se eluye con 35 pL 
de agua libre de RNAsas que provee el fabricante. Por último se aísla una alícuota 
para comprobar la integridad y la cuantificación del RNA, el resto se congela a -80 °C 
hasta su uso. La concentración de RNA se estima midiendo la absorbancia a 260 nm 
y su pureza con el cociente A26o/A28o, considerándose adecuado cuando el valor del 
cociente es cercano a 2.
Anexo 4: Optimización de extracción de RNA total
La optimización de la extracción de RNA total en páncreas se muestra en este anexo 
4.
1 2  3 4
M
Figura 19. Métodos de obtención de RNA total de páncreas de rata. La extracción de RNA se ha
realizado los métodos: (1) método de tiocianato de guanidinio Chomczynski; (2) K it comercial de Quia­
gen; (3) RNA later + K it comercial Quiagen; (4) Método del Trizol. En cada carrera del gel de agarosa se 
cargaron 2 |ig de RNA total.
Es sabido que el páncreas es un tejido que se caracteriza por contener gran 
cantidad de RNasas. Esta característica provoca que la extracción de RNA en este 
modelo tenga importantes complicaciones metodológicas. Como se muestra en la 
figura 19 las técnicas tradicionales de extracción de RNA en este tejido por distintos 
métodos clásicos daban como resultado una degradación total (figura 19, carreras 1,
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2 y 4). Para mantener la integridad del RNA en las preparaciones se hacía necesario 
estabilizar el ácido nucleico con el reactivo RNA later (figura 19 carrera 3).
5.1.2. Extracción de RNA total de hígado y pulmón
Se extrae parte del hígado y pulmón de rata y se congelan mediante “freeze 
clamping" con pinzas previamente enfriadas en nitrógeno líquido. La extracción del 
RNA total de estos tejidos se realiza mediante el método de Chomczynski, utilizando 
tiocianato de guanidinio como agente caotrópico (Chomczynski y Sacchi, 1987). 
Aproximadamente 100 mg de láminas congeladas de hígado o pulmón de rata se 
homogenizan con 900 pL de tampón de lisis (0.5 % sarcosil, 4 M tiocianato de guani­
dinio, 100 mM de p-mercaptoetanol, 25 mM acetato sódico, pH 7) en un potter homo- 
genizador Elvehjem. La mezcla se transfiere a un tubo eppendorf de 2 mL. Entonces 
se añaden 100 pL de acetato sódico 3 M pH 4, 1 mL de fenol y 200 pL de clorofor- 
mo:alcohol isoamílico (24:1) y se agita tras cada adición. Las muestras se incuban 
durante 15 minutos en hielo y se centrifugan a 12000 rpm durante 15 minutos. Se 
recoge la fase acuosa y se mezcla con un volumen igual de isopropanol invirtiendo de 
arriba abajo unas 2 veces el tubo. Las muestras se incuban a -20 °C durante al me­
nos 1 hora. Tras una centrifugación similar a la anterior, los sedimentos se lavan con 
0.5 mL de LiCI 4 M, agitándose bien e incubándolos en hielo durante 5 minutos. Se­
guidamente se centrifugan durante 10 minutos a 5000 rpm a 4 °C y se disuelve el 
precipitado en 300 pL de tampón de lisis. Se mezcla bien con 1 volumen de isopropa­
nol y se incuba a -20 °C al menos durante 1 hora. El RNA precipitado se recoge por 
centrifugación y se lava con etanol 70%, se seca al vacío durante 5 minutos y se di­
suelve en 50 pL de agua libre de RNAsas. La concentración de RNA se estima de 
modo similar a IV.5.1.1.
5.1.3. Extracción de RNA total de cultivo primario de células acinares y cultivo 
de células AR42J
Para la extracción de RNA total en cultivo celular, se decanta el medio celular
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y se lava dos veces con PBS. Seguidamente se utiliza el kit mini RNA total extraction 
(Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
5.2. Electroforesis del RNA total
El RNA total se diluye a 0.5 |ig/pL con agua estéril. 5 pL de cada muestra se 
mezcla con 4 volúmenes de tampón de carga (de modo que su concentración final 
sea de MOPS 1X, formaldehído 7% (pA/), glicerol 5% (VA/), formamida 50% (V/V), 
solución acuosa saturada de azul de bromofenol 0.025% (V/V) y bromuro de etidio 0.1 
pg/pL) y se incuba a 95°C durante 5 minutos. Las muestras se enfrían en hielo, se 
cargan en un gel de agarosa al 1.2% que contiene formaldehído y MOPS, ambos al 
1%. El gel se fotografía con el transiluminador de luz ultravioleta.
5.3. Retrotranscripción del RNA total
Alícuotas de 2pg fueron retrotranscritas con la enzima Superscript II RNase K  
(Gibco) utilizando como cebador random hexamers (invitrogen) durante 50 minutos a 
42°C. Para inactivar la enzima se incuba la muestra durante 15 minutos a 70°C.
5.4. Análisis del RNA total retrotranscrito por PCR semicuantitativo
El cDNA de las muestras se amplifica por PCR utilizando los oligonucleóti- 
dos indicados en la tabla 10 y DNA polimerasa Amplitaq (N.E.E.D. S.L.). Las condi­
ciones para el PCR semicuantitativo se detallan en la tabla 11 (panel izquierdo). Co­
mo control interno de carga se utilizó el rRNA 18s que fue simultáneamente amplifi­
cado mediante el QuantumRN 18S Infernal Standards Kit (Ambion). Este sistema 
amplifica simultáneamente los oligonucleótidos del gen a estudio, además de oligonu- 
cleótidos del gen rRNA 18s y oligonucleótidos competidores del gen rRNA 18s en una 
proporción 3/7 respectivamente con el objeto de obtener intensidades similares de 
banda de PCR. Los competidores corresponden a la misma secuencia de oligonu­
cleótidos del gen rRNA 18s, con la salvedad de que el extremo terminal está
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T a b la  10. Oligonucleótidos para el análisis por PCR cuantitativo y semicuantitativo de la 
expresión de los genes diana. Se indican la secuencia de la pareja de cebadores, la posición 
respecto del inicio de transcripción obviando el tamaño de los intrones y por último la región 
amplificada.
nombr* OUgo up/dn Posición Rsgióngénica
fl-actina TTCAACACCCCAGCCATGTGTGGTACGACCAGAGGCATACA
+456
+502
Exón 4 
Exón 4
atf-3 GGGTCACTGGTGTTTGAGGATTGCTTGTTCTGGATGGCGAAT
+241
+300
Exón 1 
Exón 1
btg-2 TCCCGGCCTGGAATCTATCTGCGGTTCCCCTCCATTATATC
+1146
+1214
Exón 2 
Exón 2
cebpfí AAGCTGAGCGACGAGTACAAGA GT CAGCT CCAGCACCTTGTG
+1109
+1205
Exón 1 
Exón 1
cox-2 GGAAAAGGTT CTT CT GAGG AGAGA GCAAAGAATGCGAACATCATATTT
+497
+545
Exón 5 
Exón 5
egr-1 CAGTGGCCTTGTGAGCAT GA GACGATGAAGCAGCTGGAGAA
+741
+782
Exón 2 
Exón 2
fos TGGAGCCGGTCAAG AACATT A GCCGGAAACAAG AAGT CAT CA
+890
+939
Exón 4 
Exón 4
gadd45a TGGCTGCGGATGAAGATCCACGAATGAGGGTGAAATGGA
+193
+245
Exón 3 
Exón 3
gadd540 AGGCGGCCAAACT GAT GA CTATGGCCAGCAGGCACAA
+601
+694
Exón 4 
Exón 4
gcs cat. CAG GCT CTTT GCACGAT AACTT C TGCTCTGGCAGTGTGAATCC
+477
+522
Exón 3 
Exón 4
gcs reg. CAGGAGTGGGTGCCACTGT TTT GACTT GAT GATT CCT CT GCTT
+839
+886
Exón 7 
Exón 7
icam-1 TGTCGGTGCTCAGGTATCCATTCACCTGCACGGATCCA
+101
+152
Exón 2 
Exón 2
¡1-10 CACAGCAGCAT CTCGACAAGAG CAT AGGT AGCT GCCACAGCTT CT
+230
+287
Exón 4 
Exón 4
¡1-6 ATATGTTCTCAGGGAGATCTTGGA T GCATCATCGCTGTTCATACAA
+161
+218
Exón 1 
Exón 2
Jun TGCAAAGATGGAAACGACCTT CCACTCTCGGACTGGAGGAA
+6
+52
Exón 1 
Exón 1
nos-2 AGCGGCT CCAT GACT CT CA TGCACCCAAACACCAAGGT
+4669
+4716
Exón 23 
Exón 24
pap1 GCTTGGCCTTCCCAGTCAT GAT GT CTT ACCTT GC ACCT GT GAT
+69
+121
Exón 1 
Exón 1
tnfa CAGCCGATTTGCCATTTCATTCCTTAGGGCAAGGGCTCTT
+652
+704
Exón 4 
Exón 4
xantlna oxidasa TGCCAT CAAAGAT GCCATT C CAGGGCTGTCTAGCTGGAAAA
+3839
+3874
Exón 1 
Exón 1
18s rRNA 
semicuantitativo
CCGCCCCTTGCCTCTCG
ACAAAATAGAACCGCGGTCC
+748
+876
Exón 1 
Exón 1
18s rRNA 
cuantitativo
AGTCCCTGCCCTTTGTACACA
GATCCGAGGGCCTCACTAAAC
+1691
+1738
Exón 1 
Exón 1
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bloqueado con un grupo amino. Los fragmentos amplificados se resuelven en un gel 
de agarosa al 1.8% teñido con bromuro de etidio y se cuantifican con el transilumina­
dor utilizando el programa informático (Fujifilm FLA 3000).
5.5. Análisis del RNA total retrotranscrito por PCR a tiempo real
Las reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real de las muestras de cDNA 
se realizaron en un termociclador acoplado a fluorescencia ABI GeneAmp 7000 Se- 
quence Detection System, (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) usando como agente 
fluorescente Syber Green PCR Master Mix {PE Applied Biosystems). El cDNA se 
amplifica utilizando los oligonucleótidos de la tabla 10 en las condiciones detalladas 
en la tabla 11 (panel derecho).
Cada reacción se llevó a cabo por triplicado y las curvas de fusión se constru­
yeron, mediante el programa Dissociation Curves software (Applied Biosystems), para 
asegurar que sólo se amplifica un único producto de PCR. Como control de carga se 
analiza por PCR cuantitativo el gen rRNA 18S.
T ab la  11. Condiciones del PCR semicuantitativo y cuantitativo para el estudio de 
expresión génica.
semicuantitativo cuantitativo
ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min) ekk>S Temperatura (°C ) Tiempo (mia)
1 93 4 1 93 10
30
93 0.5
40 60 159 0.5
72 0.5
1 72 7 melting 95-65 30
6. ANÁLISIS POST-TRADUCCIONAL POR WESTERN-BLOT
6.1. Extracción de proteína total y proteína nuclear
El cultivo celular de AR42J se incuba con taurocolato al 0.3% a diferentes 
tiempos (0, 0.5, 1, 3 y 6 horas). Tras ello se decanta el medio de la placa. Se lava dos
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veces con PBS y a continuación se recogen las células acinares con 4 mL de PBS 
suplementados con 2 pL/mL de cocktail de inhibidores de proteasas (sigma). Se cen­
trifugan a 6000 rpm durante 5 minutos para recoger las células, eliminando el sobre­
nadante.
Por una parte, para obtener el extracto proteico total, se añade 100 pL de 
tampón de lisis total. Se aísla una alícuota para su cuantificación y el resto se congela 
a -80 °C hasta su uso. Por otra parte, para obtener extracto nuclear, el sedimento 
celular se incuba con 1 mL tampón de lisis celular (5mM HEPES, 85 mM KCI, 0.5% 
NP40 pH 8.0) suplementado con 2 pL/mL de cocktail de inhibidores de proteasas de 
mamíferos y de fosfatasas I y II (sigma) se incuban 15 minutos en hielo tras homoge- 
nizar el sedimento con un potter elvehjem y se centrifuga a 3500 rpm. Se retira el 
sobrenadante y a los núcleos se les añade 200 pL de tampón de lisis nuclear. Se 
aísla una alícuota para su cuantificación y el resto se congela a -80 °C hasta su uso. 
Las muestras de extracto proteico se cuantifican utilizando el “Protein Assay K if  de 
Sigma-Aldrich Química, basado en una modificación de Peterson del método de Low- 
ry (Lowry et al., 1951).
6.2. Electroforesis de proteínas en gel de acrilamida
El extracto proteico se analiza mediante SDS-PAGE, para ello 30 pg de cada 
fracción se mezclan con el volumen correspondiente de tampón de carga 3X (concen­
tración final en la muestra: 1% SDS, 5% glicerol, 2.5% p-mercaptoetanol, 0.001% azul 
bromofenol, 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8) se cargan en sus correspondientes pocilios de 
un minigel del 10% de poliacrilamida. Los geles de resolución y de stacking se reali­
zaron con un ratio de acrilamida-bisacrilamida 30:0.8. El gel de resolución se preparó 
con el tampón de separación (0.1% SDS, 0.375 mM Tris-HCI, pH 8.8) y el gel de 
stacking con el tampón de stacking (0.1% SDS, 125 mM Tris-HCI, pH 6.8). La electro­
foresis se corrió a una intensidad de corriente de 12 mA en tampón de SDS PAGE 
(192 mM glicina, 0.1% SDS, 25 mM Tris-HCI, pH 8.3) y se paró cuando el azul de 
bromofenol se salió del gel. El gel se desmonta y se pone en una bandeja donde se
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tiñe con azul de coomasie (20% metanol, 10% ácido acético y 1% de azul de Coo- 
massie) durante 30 minutos. Tras ello, se elimina el tampón de Coomasie y se destiñe 
con la solución de desteñido (20% metanol, 10% ácido acético y 70% H20). Una vez 
desteñido suficientemente se fotografía el gel.
Un gel se procesa de forma similar y una vez ha finalizado el desplazamiento 
electroforético, el gel es transferido (Western Blotting) a una membrana de Nitrocelu- 
losa (Schelider & Schuel, USA), mediante electrotransferencia en condiciones húme­
das por medio del sistema Mini-protean II (Bio-Rad, USA). El proceso se desarrolla 
durante toda la noche, con una intensidad constante de 15 v, en tampón de transfe­
rencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, pH 8).
6.3. Revelado del western-blotting
Tras la transferencia, las membranas se incuban durante 90 minutos a tempe­
ratura ambiente en tampón de bloqueo: 5% p/v de leche desnatada en polvo, 0,1% 
Tween-20 en TBS 1X (20 mM Tris, 137 mM NaCI, pH 7,6). Las membranas se incu­
ban con agitación orbital durante 1 hora con el anticuerpo primario diluido 1/500 en 
tampón de bloqueo (Cell Signaling Technology). A continuación se realizan 3 lavados 
de 5 minutos con 15 mL de tampón de bloqueo. Las membranas se incuban durante 1 
hora con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, anti-lgG de conejo pre­
parado en cabra (Santa Cruz Technology). El anticuerpo secundario se diluye en 
tampón de bloqueo (1:5000). Tras ello se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL 
de tampón de bloqueo y un último lavado con TBS 1X. La membrana se incuba du­
rante 1 minuto con Kit de fluorescencia (Cell Signaling Techology, USA) e inmediata­
mente se expone a autorradiografía con películas de fotografía (KODAK X-OMAT).
6.4. Cuantificación de los resultados
Las imágenes obtenidas fueron escaneadas y mediante el programa Presto- 
Page manager para EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder ser den- 
sitometradas utilizando el software “TotalLab”. Los valores de las proteínas estudia­
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das se expresaron en función de los valores de expresión de a-actina en los extractos 
citosólicos.
7. POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL EN CULTIVO CELULAR
Para conocer el posicionamiento y si existe remodelación nucleosomal en ei 
promotor de un gen a estudio se utiliza una variante del método descrito por (Steward 
y Sano, 2004).
7.1. Análisis informático de la región a estudio
Previamente se analiza con el programa informático “Recon program” la pro­
babilidad de existencia de posicionamiento nucleosomal en el promotor del gen a 
estudio. Su dirección en internet es: wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/recon.
7.2. Aislamiento de núcleos de cultivo de células AR42J
Una vez analizada la inducción de ciertos genes debido al taurocolato en cul­
tivo celular. Las células acinares AR42J se tratan con taurocolato al 0.3% a diferentes 
tiempos (0, 0.5, 1 y 6 horas). El proceso se realiza de forma similar al protocolo IV.6.1 
aunque los núcleos se resuspenden en 5 mL de tampón RSB (TrisCI 15 mM pH 7.5, 
KCI 60 mM, NaCI 15 mM, MgCI2 3mM, glicerol 20 % V/V, p-mercaptoetanol 5 mM y 
PMSF 1mM). Se aíslan alícuotas para estimar la concentración de DNA midiendo la 
absorbancia a 260 nm. Al resto de la muestra se le añade 2 pL/mL de cocktail de 
inhibidores de proteasas de mamíferos (sigma).
7.3. Digestión de núcleos con nucleasa de micrococo (MNasa)
Una vez se ha determinado la concentración del DNA del extracto nuclear. 
Las muestras se reparten en alícuotas con volúmenes que contienen 80 pg y se les 
añade CaCI2 1 mM. A continuación, tras una optimización previa, se les añade 4 y 
100 unidades de MNasa disueltas en tampón RSB a 37 °C durante 5 minutos. Las
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reacciones se paran añadiendo EDTA y SDS hasta una concentración final de 50 mM 
y 1% VA/ respectivamente. Tras ello se incuba con RNasa durante 1 hora a 65° C y 
posteriormente con 100 jig/mL de proteinasa K durante 30 minutos a 37 °C. El DNA 
se extrae por fenolización (ver protocolo IV.2.2) y finalmente se disuelve en 30 pL de 
tampón TE (1mM EDTA, 10 mM Tris-CL, pH 8). Para determinar la extensión de la 
digestión de núcleos de células AR42J por MNasa, 2 ^g de cada muestra fueron frac­
cionados por tamaño en una electroforesis con un gel de agarosa al 1.8% utilizando 
patrón de pesos moleculares p100 (Pharmacia Biotech) y tampón de electroforesis 
TBE 0.5X. A continuación a partir del gel de agarosa se purifican los fragmentos de 
tamaño mononucleosomal entre 150 y 200 pares de bases.
T ab la  12. Oligonucleótidos solapantes para el análisis por PCR cuantitativo del promotor del 
gen egr-1. Se indican la secuencia, la posición respecto del inicio de transcripción y que región es 
amplificada.
nombr* OHgo up/dn ( 5 - 3 ) (Pb) génica
egrl 1/2 TTGAAATAGAGGCCGATTCGGGGAAGCTGGCGGCGGCGGCGAA
-43
+28
Promotor
Transcrito
egr1 3/4 GGCCATGTACGTCACGGCGGATGCGCGCTGGGATCTCTCGC
-89
-16
Promotor
Promotor
egrl 5/6 CGTCACTCCGGGTCCTCCCGGGGTCTGAAACAGCACGGGCC
-149
-64
Promotor
Promotor
egrl 7/8 GTCGCAGGGTGGAAGCGCCCAGGGAAGCAGGAAGCCCTAATATGGAAG
-194
-101
Promotor
Promotor
egrl 9/10 GCCGCTGTTCCAATACTAGGCTTTCAAGACCTCCCATCCAAGAGCGGTG
-251
-175
Promotor
Promotor
egrl 11/12 GGGGGCAAGCTGGGAACTCCAACCGGCTCCGGCACCCTGA
-295
-211
Promotor
Promotor
egrl 13/14 CCGCTTCCGGCTCTGGGAGGATGGAACAGCGGCAGTGGCCTC
-337
-260
Promotor
Promotor
egrl 15/16 GGGAGGGTGGGTGCGCCGACCACTCCATATAAGGCGCTGCCC
-450
-375
Promotor
Promotor
egrl 17/18 GGCGTCCCCGACTCCCGCGCCCTGCTCCTTATATGGTGTTTCCGGG
-502
-438
Promotor
Promotor
egrl 19/20 AGCTCGCACCCGGGGGCCGTGAGCCTGAACGCGCGCGGGA
-571
-490
Promotor
Promotor
Por último, estos fragmentos se utilizan como molde para su análisis por PCR 
cuantitativo. Se diseñan parejas de oligonucleótidos de modo que solapen unas con 
otras y amplifican la región de interés del promotor (ver tabla 12). Para eliminar los 
posibles artefactos debidos a la diferente eficiencia de los oligonucleótidos, se utiliza
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una muestra de DNA genómico total sonicada pero que no ha sido tratada con nu- 
cleasas de micrococo. Así pues, para poder comparar entre diferentes oligonucleóti­
dos, los valores obtenidos se normalizan en base a esta muestra de genómico total.
8. ANÁLISIS DE MUERTE CELULAR POR MICROSCOPÍA CONFOCAL
Para los análisis de muerte celular por inmunofluorescencia se crecieron cul­
tivos AR42J. El primer cultivo no es tratado y se utiliza como control, la segunda placa 
se trata con taurocolato sódico al 0.3% durante 30 minutos y por último, la tercera 
placa se trata con TNFa a 50 ng/mL durante 3 horas. Seguidamente, se incuban los 
cultivos durante 15 minutos con los marcadores DAPI (invitrogen) 3|iiM para localizar 
núcleos, yoduro de propidio 2 ng/mL (sigma) para identificar necrosis celular y anexi- 
na conjugado con fluoresceína (invitrogen) 3 (iL/100 \xL para identificar células en 
apoptosis. Finalmente se analizan y adquieren imágenes utilizando una unidad de 
exploración por láser confocal modelo Leica TCS-SP2 equipado con láser de argón y 
helio-neón, y conectado con un microscopio invertido Leica DM1RB.
9. INMUNOLOCALIZACIÓN CELULAR
Para los análisis de inmunofluorescencia, se crecieron cultivos de células 
AR42J en “chamberslide” que fueron tratados con taurocolato sódico al 0.3 % a dife­
rentes tiempos 0, 1, 3 y 6 horas. Tras dos lavados de 5 minutos con PBS las células 
se fijan con formalina neutra al 10% (v/v) a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente 
se permeabilizan con Tritón X-100 al 0.3% en PBS (v/v) durante 10 minutos a tempe­
ratura ambiente y se bloquea el slide con suero normal de cabra 10% diluido en PBS. 
Una vez fijadas y permeabilizadas las células se incuban con el anticuerpo primario 
correspondiente, en este caso EGR-1 (EGR-1 588; C-19, Santa Cruz Biotechnology), 
a una dilución 1:1000 durante toda la noche a 4°C. Tras tres lavados con PBS de 10 
minutos, se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secun­
dario de cabra contra conejo conjugado con rodamina a una dilución 1:200 en PBS. 
Tras tres lavados de 10 minutos con PBS, finalmente los "chamberslides” se montan
- 1 0 3  -
IV. Materiales y  Métodos_________________________________________________________________
con medio de montaje que contiene DAPI a una dilución 1:10000 y se visualizan las 
preparaciones con el microscopio confocal anterior (ver apartado IV.8.).
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1. ESTUDIOS IN VIVO DE PÁNCREAS DE RATA
El modelo in vivo de PA en rata ha permitido estudiar el posible mecanismo 
molecular epigenético implicado en la regulación de la expresión génica durante esta 
patología. Se ha prestado especial interés en el análisis de cómo las señales genera­
das durante la PA modulan la unión de factores de transcripción y proteínas regulado­
ras sobre los promotores de los genes regulables, alterando la estructura y funcionali­
dad de la cromatina.
1.1. CARACTERIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA PA
Los estudios in vivo se han realizado utilizando el modelo de pancreatitis agu­
da experimental inducida por la inyección retrógrada de ácido taurocólico 3.5% en el 
ducto biliopancreático en rata. El modelo experimental produce una PA necrótica con 
una elevada mortalidad debida a los efectos sistémicos precoces que provoca como 
ocurre también en los humanos. El daño pancreático se localiza principalmente en la 
cabeza del páncreas, al recibir ésta de forma directa la sal biliar, desencadenando 
una “respuesta aguda locar, mientras que en la cola del páncreas el efecto del agen­
te inductor se asemeja más a una “respuesta sistémica indirecta” (Vaquero et al., 
2001).
1.1.1. Rastreo de genes diana
La estrategia para iniciar el estudio de los mecanismos de regulación génica 
durante la PA ha consistido en un rastreo y selección de los genes potencialmente 
implicados en este proceso patológico. En la bibliografía dos grupos independientes 
han realizado un análisis masivo de la expresión génica en diferentes modelos expe­
rimentales de pancreatitis en ratón mediante micromatrices de DNA. Estos trabajos 
han generado un grupo de genes sobreexpresados o reprimidos a nivel transcripcio- 
nal en respuesta a la pancreatitis inducida por ceruleína (Dusetti et al., 2000) y a la 
pancreatitis aguda inducida por taurocolato (Ji et al., 2003).
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Además de los genes sobreexpresados en ratón, se añadió otro grupo de ge­
nes a la selección de estudio apoyándonos en el criterio de su implicación e impor­
tancia en procesos como inflamación, necrosis o apoptosis celular. Se tuvieron ade­
más en cuenta aquellos genes de rata descritos en la bibliografía en otros modelos y 
condiciones de inducción de la pancreatitis (lovanna et al., 1991; Norman et al., 
1997b; Telek et al., 2001).
Ya que el análisis de expresión temporal en las micromatríces de DNA de ra­
tón se limitaba a dos tiempos (1 y 3 h), y la propia heterogeneidad de los datos descri­
tos en la bibliografía, nos vimos obligados a realizar una cinética de la expresión de 
genes de estudio en nuestro modelo de PA inducida por taurocolato en rata.
Para evidenciar la expresión génica en tejido pancreático se induce la PA con 
taurocolato sódico al 3.5%, se sacrifican las ratas a 0, 0.5, 1, 2, 3 y 6 h postinduc­
ción, se aísla el RNA total de la cabeza y la cola del páncreas y se analiza la expre­
sión de los genes por RT-PCR cuantitativa. Se incluyó un control adicional (”SHAM”) 
consistente en la administración de PBS al conducto biliopancreático para conocer si 
existe inducción de los genes diana debido a la manipulación del animal.
De entre los genes analizados en la tabla 13 se indican los genes que mostra­
ron un aumento de expresión significativo (más de dos veces), respecto a la muestra 
control de referencia de 0 h, tanto en cabeza como en cola del páncreas. Los valores 
han sido normalizados respecto al rRNA 18S que se utiliza como control de amplifica­
ción interno de la RT-PCR. Se incluye además al gen de la (3-actina, gen que se ex­
presa constitutivamente y no está afectado por la inducción de la PA.
Una primera observación de la tabla 13 muestra que los cambios de expre­
sión de los genes seleccionados es comparable cualitativamente a los resultados 
obtenidos en los estudios por micromatrices de DNA de ratón (Ji et al., 2003) y los 
resultados descritos previamente en la bibliografía de PA en rata (ver il-ip, c-jun o 
icam-1), Es importante destacar que ciertos genes aquí mostrados como myd118,
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GCS catalítica y GCS reguladora no habían sido previamente asociados con el desa­
rrollo de la PA.
T a b la  13. Rastreo de los genes activados en páncreas durante la PA. (Panel A) Patrón temporal de 
expresión génica en cabeza del páncreas de rata. Las muestras con PA inducida a diferentes tiempos con 
taurocolato al 0.3% fueron analizadas por RT-PCR cuantitativo. Los valores fueron normalizados respec­
to al gen rRNA 18S y referidos a la muestra control no tratada a la que se le asigna el valor arbitrario de 1. 
Se resaltan los genes diana seleccionados en este trabajo por su importancia en la PA (color azul). Se 
incluye también un control SHAM a 1 hora al que solamente se le administra cloruro sódico 0.14M en el 
ducto biliopancreático (color rojo). (Panel B) Patrón temporal de expresión génica en la cola del pán­
creas de rata.
Panel A
GENES
0 0.5 1 2 • Sh*m (1h)
3-ACTINA 1.0 ± 0.2 1.3 ± 0.3 1.1 ± 0.4 0.9 ± 0.2 1,3 ± 0.5 0.8 ± 0.3 1.0 ± 0.2
ATF-3 1.0 ± 0.4 28.4 ± 3.8 44.6 ± 6.2 35.6 ± 4.2 27.5 ± 5.8 18.0 ± 4.0 21.0 ± 6.1
BTG2 1.2 ± 0.4 8.2 ± 0.4 7.2 ± 0.1 6.2 ± 0.6 7.1 ± 0.3 3.0 ± 0.3 0.8
CEBP 3 1.2 ± 0.4 4.1 ± 0.4 4.6 ± 2.3 6.1 ± 2.1 7.8 ± 1.8 4.2 ± 0.7 2.1 ± 0.6
COX2 1.0 ± 0.2 4.7 ± 0.6 5.6 ± 0.3 6.7 ± 0.6 5.9 ± 1.1 6.3 ± 0.2 2.6 ± 0.6
EGR-1 1.1 ± 0.4 36.9 ± 6.1 45.2 ± 5.3 38.1 ± 5.2 34.7 ± 6.1 17.5 ± 3.7 12.4 ± 3.4
FOS 1.0 ± 0.2 17.1 ± 1.7 20.3 ± 3.0 18.1 ± 2.1 15.6 ± 3.2 12.0 ± 2.3 6.0 ± 0.9
GADD45a 1.1 ± 0.1 6.6 ± 2.3 7.8 ± 3.1 10.6 ± 2.3 19.2 ± 4.9 7.8 ± 1.9 4.2 ± 2.1
GCScat 1.0 ± 0.4 1.2 ± 0.3 0.8 ± 0.4 1.1 ± 0.2 2.1 ± 0.6 3.0 ± 0.6 1.0± 0.4
GCSreg 1.0 ± 0.1 1.1 ± 0.2 0.9 ± 0.2 1.2 ± 0.1 2.0 ± 0.3 2.2 ± 0.3 1.2 ± 0.3
ICAM-1 0.9 ± 0.1 3.9 ± 0.1 5.7 ± 0.2 5.9 ± 0.6 5.8 ± 0.3 4.1 ± 0.4 3.2 ± 1.2
IL-13 1.0 ± 0.1 10.1 ± 0.7 11.7 ± 1.7 8.7 ± 1.0 8.2 ± 1.1 7.4 ± 1.3 3.5 ± 1.2
IL-6 0.8 ± 0.3 24.1 ± 2.9 36.8 ± 9.1 46.2 ± 6.0 70.8 ± 12 52.6 ± 7.0 10.5 ± 4.1
JUN 1.1 ± 0.1 9.2 ± 0.8 7.6 ± 0.5 9.1 ± 1.0 9.3 ± 0.8 5.1 ± 0.8 4.2 ± 1.5
MYD118 1.0 ± 0.3 11.9 ± 2.5 21.1 ± 1.7 18.1 ± 2.2 14.1 ± 1.4 11.3 ± 1.3 10.3 ± 1.6
NOS-2 1.3 ± 0.3 3.6 ± 0.2 14.7 ± 3.8 20.1 ± 5.1 35.4 ± 6.5 36.3 ± 5.0 3.5 ± 1.2
PAP 1 0.9 ± 0.1 1.0 ± 0.3 2.2 ± 0.6 5.3 ± 0.7 18.3 ± 1.4 10.5 ± 2.4 1.0± 0,4
TNFa 1.0 ± 0.1 1.1 ± 0.2 0.9 ± 0.1 2.5 ± 0.3 3.3 ± 0.6 4.8 ± 0.5 1.1 ± 0.2
XANTINA 0.9 ± 0.2 0.7 ± 0.1 0.9 ± 0.2 0.8 ± 0.1 1.5 ± 0.3 2.0 ± 0.1 0.8 ± 0.1
El análisis exhaustivo de la expresión de los genes in vivo a diferentes tiem­
pos muestra diversos patrones de expresión temporales para los genes estudiados 
(tabla 13 panel A). En base a este comportamiento se podrían clasificar como genes 
inmediato-tempranos (máximo de expresión de unos 30 min tras inducción de la PA) 
a egr-1, atf-3 o btg-2; genes tempranos (máximo de expresión entre 1 y 3 h postin-
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ducción): icam-1o myd11Q\ y genes tardíos (máximo de expresión entre 3 y 6 horas): 
tnfa, nos-2, il-6 o, pap-1.
Panel B
i ~
GENES
(1h)
0-ACTINA 0.9 ± 0.1 1.3 ± 0.2 1.2 ± 0.4 1.2 ± 0.3 0.9 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.3 ± 0.4
ATF-3 1.1 ± 0.4 27.6 ± 7.8 50.1 ± 9.2 45.6 ± 7.2 43.5 ± 6.8 21.7 ± 5.1 23.4 ± 6.1
BTG2 0.9 ± 0.1 10.2 ± 0.8 12.5 ± 0.1 12.2 ± 0.6 11.1 + 1.2 8.0 ± 1.1 6.1 + 1.8
CEBP p 0.8 ± 0.1 4.0 ± 0.2 5.8 ± 0.3 6.9 + 0.4 8.8 ± 0.3 8.2 ± 0.4 1.8 ± 0.5
COX2 0.8 ± 0.3 2.5 + 0.1 3.4 ± 0.4 3.4 ± 0.6 1.7 ± 0.2 2.2 ± 0.4 1.1 ± 0.3
EGR-1 1.0 ± 0.5 35.2 ± 7.3 49.8 ± 6.1 42.1 ± 3.2 37.0 ± 2.1 29.8 ± 2.9 7.2 ± 3.9
FOS 1.2 ± 0.2 5.1 ± 0.8 9.3 ± 1.3 10.1 ± 1.1 10.6 + 0.7 11.0 ± 1.3 4.0 ± 1.3
GADD45a 1.1 ± 0.2 6.2 ± 0.7 17.3 ± 3.2 20.6 ± 2.8 29.7 ± 0.9 13.3 ± 2.9 5.2 ± 1.8
GCScat 0.7 ± 0.3 0.7 ± 0.3 0.9 ± 0.3 1.0 ± 0.4 1.7 ± 0.5 2.6 ± 0.4 0.9 ± 0.1
GCSreg 1.0 + 0.2 1.0 + 0.1 0.9 ± 0.2 1.1 + 0.1 1.1 ± 0.2 1.9 ± 0.3 1.0 ± 0.2
ICAM-1 1.1 ± 0.2 1.7 ± 0.1 3.5 ± 0.4 3.5 ± 0.4 5.0 ± 0.3 3.6 ± 0.3 2.8 ± 1.2
IL-1P 1.3 ± 0.1 5.7 ± 0.5 6.3 ± 0.3 2.7 ± 0.2 3.0 ± 0.1 2.9 ± 0.4 3.2 ± 1.0
IL-6 0.5 ± 0.1 7.5 ± 0.6 33.2 ± 2.4 32.2 ± 5.8 31.0 ± 8.3 38.1 ± 6.5 8.3 ± 4.2
JUN 1.0 + 0.2 5.2 ± 0.5 7.6 ± 0.6 5.7 ± 1.1 5.3 + 0.3 4.8 ± 0.3 3.5 ± 1.1
MYD118 0.9 + 0.1 13.2 ± 0.3 20.2 ± 3.7 22.1 ± 2.5 22.1 ± 3.3 23.5 + 3.9 9.0 ± 2.6
NOS-2 1.1 ± 0.3 2.0 ± 0.4 5.1 ± 1.1 5.4 ± 0.9 6.3 + 0.8 22.2 ± 2.5 1.5 ± 0.6
PAP 1 1.0 ± 0.3 1.0 ± 0.2 1.1 ± 0.5 1.5 ± 0.3 16.2 ± 7.4 31.5 ± 0.4 1.0 ± 0.2
TNFa 0.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 1.2 ± 0.1 0.9 ± 0.3 b2.7 ± 0.2 3.9 ± 0.3 1.0 ± 0.3
XANTINA 1.0 ± 0.2 0.8 ± 0.1 1.6 + 0.3 1.4 ± 0.2 2.1 ± 0.4 4.1 ± 0.3 1.1
Un análisis comparativo de la expresión de los genes en las regiones de la 
cabeza y cola del páncreas indica que los tiempos de inducción de los genes son 
similares en ambas regiones si bien en la cabeza del páncreas ésta inducción es más 
intensa (tabla 13 panel B). Un caso especial parece ser el gen nos-2 sobre el que 
existe un acusado retraso en el inicio de la inducción en la cola del páncreas. Estos 
resultados corroboran la idea de que la región de la cabeza del páncreas es la que 
recibe un mayor daño en el tratamiento, desencadenando una repuesta directa más 
rápida e intensa en este modelo de inducción de la PA.
El hecho de que existan diferentes perfiles temporales y una gran diversidad 
de genes activados transcripcionalmente durante la PA indica la existencia de un 
programa altamente complejo de regulación de la expresión de los genes diana del
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proceso patológico. Entre esta diversidad caben destacar genes que codifican para- 
factores de transcripción (p.e. egr-1 o c-fos), citoquinas (p.e. il-6 o i!-1p), genes de 
rutas de señalización intracelular (p.e. atf-3 o btg-2) y genes de rutas de estrés oxida- 
tivo (p.e., glutation cisteín sintetasa o xantina oxidasa)
1.1.2. Selección de genes diana
Dada la imposibilidad metodológica de abordar el estudio del conjunto de los 
genes diana encontrados durante la PA inducida por taurocolato en rata, hemos ele­
gido un grupo de genes en base a su implicación en el proceso patológico, a su perfil 
temporal y grado de expresión y a su capacidad para modificar la funcionalidad de la 
cromatina. Los genes seleccionados fueron egr-1 (early growth response gene) y atf-3 
(activating transcription factor) como ejemplo de genes inmediato-tempranos, icam-1 
(intercelular adhesión molecule 1) como ejemplo de genes tempranos, y tnf-a (tumor 
necrosis factor a), IL-6 (interleukin-6) y nos-2 (nitric oxid synthase 2) como ejemplo de 
genes tardíos.
egr-1 y atf-3 pertenecen al grupo de genes de respuesta intensa inmediato- 
temprana cuya activación se ha relacionado con importantes procesos como creci­
miento celular, apoptosis, inflamación o estreses. El uso de ratones knock out para 
egr-1 ha mostrado un papel fundamental de EGR-1 en el desarrollo de ia PA al regu­
lar directa o indirectamente la expresión de genes proinflamatorios como icam-1, il-6 o 
mcp-1 (Ji et al., 2003). El gen atf3 por su parte se induce en estreses pancreáticos 
como pancreatomía parcial, isquemia-reperfusión del páncreas, tratamiento con es- 
treptozotocina o en el desarrollo de la pancreatitis aguda inducida por taurocolato y 
ceruleína (Ji et al., 2003).
En el caso de icam-1 y tnf-a, su estudio en profundidad parece imprescindi­
ble, más que por el grado de inducción, por su papel esencial en el desarrollo de la 
PA. Así, icam-1 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y su fun­
ción de adhesión a las integrinas de los leucocitos juega un papel importante en gran 
variedad de interacciones celulares, incluyendo el tráfico leucocitario, el inicio de res­
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puesta inmunitaria antígeno-específico o la respuesta proinflamatoria en la PA (Bhatia 
et al., 2005). Por su parte, tnf-a desempeña un papel principal en la fisiopatología de 
enfermedades como el shock séptico o la caquexia, y en la respuesta inflamatoria 
(Tracey y Cerami, 1994) como mediador en el desarrollo de la PA.
nos-2 e il-6 presentan un alto grado de sobreexpresión a tiempos tardíos tras 
inducción de la PA (entre 3 y 6 h). NOS-2, enzima encargado de la síntesis del óxido 
nítrico, ha sido relacionado con la patogénesis de la PA aunque su papel real es aún 
objeto de controversia (Andican et al., 2005). Por un lado se le ha adjudicado un pa­
pel protector (Liu et al., 1995; Werner et al., 1998) y, por otro, un papel citotóxico co­
mo generador del radical libre reactivo (Viola et al., 2000). il-6 aparece aumentado en 
pacientes con PA y se ha correlacionado con la severidad de la propia enfermedad. 
Su función principal es la de mediador de la respuesta de fase aguda (Viedma et al., 
1992; Lashnery Hanauer, 1991).
Por tanto, aunque los datos bibliográficos junto con los datos mostrados en 
este apartado indican que la sobreexpresión de estos genes parece estar implicada 
en el desarrollo de la PA, hasta el momento no se ha profundizado a nivel molecular 
en la regulación de la expresión de estos genes en este proceso patológico. El objeti­
vo que nos planteamos a continuación fue el analizar la unión de factores transcrip- 
cionales, proteínas reguladoras y modificaciones postraduccionales de las histonas 
en los promotores de estos genes a estudio. El objetivo último será intentar correla­
cionar los posibles cambios epigenéticos de la cromatina con la activación transcrip- 
cional de estos genes durante la PA.
1.1.3. Análisis de la expresión en t i e m p o  r e a l  por RNApol-ChIP
Los estudios de la regulación de la expresión génica requieren a menudo la 
cuantificación de la tasa transcripcional. Hasta la fecha se han descrito diferentes 
técnicas para este fin, tales como Northen blotting, RNA protection assay, nuclear 
run-on/off, RT-PCR, etc. De entre ellas la RT-PCR es la técnica más utilizada debido 
a su alta sensibilidad (Wang y Brown, 1999) aunque presenta ciertas desventajas
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como la posible contaminación de DNA genómico, la necesidad de una alta integridad 
del RNAm y que cuantifica el nivel estacionario del mRNA más que la tasa de 
transcripción (revisión en (Reue, 1998a)).
A.RNApol-ChIP
egr-1 atr'3 icam-1 tnfu nos-2 il-6 a actina ¡l actina
T'íhT y /y* y /y* y /y» y /y* y /¡y  y /y»y y
B. RT-PCR semicuantitativo
tiempo (h) tiempo (h)
4  rRNA 18S 
•4 egr-1
4  rRNA 18S 
4  atf3
4  rRNA 18S 
icam-1
4  rRNA 18S
4 tnfa
rRNA 18S 
nos-2
4  rRNA 18S
4  il-6
rRNA 18S 
a-actina
rRNA 18S 
4  [i-ací/na
Figura 20. Análisis de expresión de los genes diana seleccionados en páncreas de rata. (A) Expre­
sión génica en tiempo real mediante RNApol-ChIP. El DNA extraído de las muestras del Input, las inmu- 
noprecipitadas con el anticuerpo frente a la RNA polimerasa II (a-RNApol I I)  y las tratadas sin anticuerpo 
(NA) se analizaron por PCR utilizando oligonucleótidos que amplifican la región transcribióle de los 
genes a estudio. Como controles negativo y positivo se utilizaron el gen de la a-actina y p-actina respec­
tivamente. (B) Expresión génica midiendo el mRNA en estado estacionario mediante RT-PCR semicuan­
titativo. En las mismas muestras y oligonucleótidos que en el análisis anterior por RT-PCR cuantitativo, 
se muestran en geles de agarosa los productos de los genes a estudio y el rRNA I8S, utilizado como con­
trol interno. Los genes a-actina y /3-actina son utilizados de nuevo como controles.
Estas desventajas son especialmente acusadas en nuestro modelo de estu­
dio por la elevada actividad RNasa del páncreas y porque el mRNA de vida media- 
larga pueden inducir a errores de interpretación para correlacionar la unión de facto­
res a los promotores de los genes y la tasa de transcripción. Para intentar soslayar
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estas inconvenientes desarrollamos la técnica de RNApol-ChIP (ver Materiales y Mé­
todos IV.4) que estima la unión de la RNA pol II a la región codificable de los genes 
como medida de su tasa transcripcional.
De acuerdo con esta idea, se ha determinado la tasa de transcripción a ‘liem- 
po real” de los genes diana seleccionados de la PA mediante la técnica de RNApol- 
ChlP comparándola con el análisis por RT-PCR semicuantitativo, utilizando para este 
último las mismas muestras y oligonucleótidos utilizados en el análisis cuantitativo 
(figura 20). Como controles de ambos ensayos se utiliza el gen de la a-actina (control 
negativo) gen que no se expresa en tejido pancreático, y el gen de la (3-actina (control 
positivo) gen ubicuo expresado constitutivamente.
De modo general, los perfiles de activación transcripcional obtenidos por RT- 
PCR cuantitativo (ver tabla 13), RT-PCR semicuantitativo y RNApol-ChIP (ver figura
20) son plenamente coincidentes, egr-1 y atf-3 presentan el máximo de expresión a 
0.5 h (genes inmediato-tempranos), icam-1 un máximo entre 1-3 horas (gen tempra­
no) y tnfa, il-6 y nos-2 un máximo entre 3 y 6 h (genes tardíos).
egr-1 atf3 icam-1 tnfa nos-2 il-6 a -actina
Tiempo
F ig u ra  21. Unión de la RNA polimerasa I I  en el promotor de los genes diana estudiados en cabeza 
de páncreas de rata. Se utiliza el gen de la a-actina como control negativo.
El hecho que los resultados por RNApol-ChIP coincidan plenamente con los 
obtenidos por RT-PCR cuantitativa y semicuantitativa indica que estos genes presen­
tan un mRNA de vida media corta y, la ausencia de la RNApol II en el promotor a
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tiempo 0 horas indica que estos genes no tienen la polimerasa pausada (ver figura
21), característica que es propia de los genes potencialmente activos, en los que la 
RNApol II parece estar en espera de la apropiada señal celular para iniciar una rápida 
transcripción (Schneider et al., 1999).
1.2. ANÁLISIS DE LOS PROMOTORES DE LOS GENES DIANA SELECCIONA­
DOS
El hecho de que durante el proceso multifactorial de la PA exista un programa 
de regulación temporal a nivel transcripcional y que, en último término, éste programa 
se integre sobre la cromatina, plantea cuestiones sobre el mecanismo de dicha regu­
lación transcripcional a través de la unión de proteínas reguladoras específicas y de 
modificaciones epigenéticas de la cromatina.
Sobre el grupo de genes diana seleccionados se analizaron los cambios epi- 
genéticos de la cromatina de sus promotores, así como la unión de complejos modifi­
cadores y remodeladores de la cromatina y de factores transcripcionales mediante la 
técnica ChIP.
1.2.1. Estudio epiqenético de los promotores: modificaciones de histonas
Entre los mecanismos epigenéticos de regulación de la actividad de la croma- 
tina destaca el de las modificaciones postraduccionales de las histonas. La diversi­
dad, complejidad e interdependencia de estas modificaciones llevó a a proponer Allis 
y colaboradores (2001) el denominado “código de histonas". Según esta propuesta, 
patrones particulares de modificaciones en las histonas generan un “código” que sería 
reconocido por proteínas reguladoras determinando el estado y la función de estos 
(Jenuwein y Allis, 2001). Este complejo código sería leído gracias a que las proteínas 
reguladoras contienen diferentes dominios que reconocen residuos de lisinas acetila- 
das (bromodominio) o lisinas y argininas metiladas (cromodominio).
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El objetivo que nos propusimos fue el de caracterizar el patrón de modifica­
ciones de las histonas en los promotores de los genes seleccionados y correlacionar­
lo con el “código de histonas” y la activación transcripcional durante la PA.
En base a los datos presentados en la tabla 3 hemos seleccionado aquellos 
anticuerpos que reconocen sitios específicos de modificación asociados a la activa­
ción transcripcional, y en algún caso a represión en mamíferos. Fundamentalmente 
se ha analizado las acetilaciones de las histonas (anticuerpos a-H3K9ac, a-H3K14ac, 
a-H3K18ac, a-H3K23ac, a-H3 K27ac, a-H4K5ac, a-H4K8ac y a-H4K16ac), aunque 
también algunas metilaciones (a-H3K4me2l a-H3K4me3, a-H3K9me2 y a-H3R17me2) 
y la fosforilación de la serio de H3 (a-H3S10ph-K14ac) implicadas todas ellas en la 
regulación transcripcional (ver apartado de introducción 11.1.2.4).
En la figura 22 se evalúan mediante ChIP las variaciones en las modificacio­
nes de histonas en los promotores de seis genes seleccionados activados durante la 
PA y el gen de la a-actina como control negativo. Adicionalmente, se analizó el patrón 
de modificación de histonas en una región intergénica que no mostraría alteración 
durante la inducción de la PA.
Una visión general de los datos de modificaciones de histonas indica que la 
totalidad de los genes seleccionados muestran la existencia de similares marcas de 
acetilación y metilación asociados a activación transcripcional durante la PA. Un re­
sultado que llama la atención es que muchas de estas modificaciones están presen­
tes en el promotor previas a la inducción y no experimentan cambios sustanciales 
durante el desarrollo del proceso patológico. Esto no ocurre sin embargo al analizar 
como controles negativos el promotor de la a-actina o una región intergénica. Una 
posible explicación sería que los denominados “genes potencialmente activos” podrí­
an presentar ciertas modificaciones, sin que ello conlleve activación, que serviría de 
“señal de activación” para la aparición de nuevas modificaciones cuya combinación 
sería necesaria para la completa activación génica.
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nos-2
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a-actina
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W
Región intergénica
Figura 22. Modificaciones postraduccionales de las histonas en los promotores de los genes de 
estudio. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron 
procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-H3K14ac, a- H3K27ac, a-H3R17me2, a- 
H3K9me2, a-H4K16ac, a-H3S10Ph -K14ac, a-H3K4me3, a-H3K4me2, a-H3K23ac, a-H3K9ac, a- 
H3K18ac, a-H4K8ac, a-H4K5ac, a- H3K27ac y sus controles sin anticuerpo (NA) correspondientes. Las 
muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron analizadas por PCR utilizando oligonucleótidos de los 
promotores. El gen de la a-actina y una región intergénica se utilizan como controles negativos.
Un análisis más detallado de los resultados muestra en primer lugar que la 
marca asociada a represión transcripcional y heterocromatina, la dimetilación de la
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lisina 9 en H3 (H3K9me2), (Stewart et al., 2005; Rea ef al., 2000; Tachibana et al., 
2001) está ausente en los genes seleccionados. Estos datos implican que la cromati­
na de estos genes no se encuentran en un estructura de heterocromatina, compatible 
con la idea apuntada más arriba de “genes potencialmente activos”.
Respecto a las marcas relacionadas con la activación transcripcional se han 
descrito, como comentábamos antes, diferentes tipos y posiciones de modificaciones 
postraduccionales por fosforilación, metilación o acetilación.
En el caso de la fosforilación se utiliza en realidad un anticuerpo que recono­
ce la combinación de la fosforilación de serina 10 y la acetilación de lisina 14 en H3 
(a-H3 S10ph K14ac), combinación relacionada con la activación transcripcional de los 
genes inmediato-tempranos (Sassone-Corsi et al., 1999; Cheung et al., 2000). Sin 
embargo, en nuestro estudio, los genes de perfil inmediato-temprano, egrl y atf3, ni 
tampoco el resto de genes, presentan esta doble modificación en las histonas de su 
promotor.
Respecto a la metilación, la dimetilación de la arginina 17 en H3 (a-H3 R17 
me2) no proporciona señal positiva en ningún promotor de los estudiados, sin embar­
go las diferentes metilaciones de la lisina 4 en H3 (a-H3 K4 Me2, a-H3 K4 Me3) sí que 
presentan un perfil complejo y característico para cada gen. Santos-Rosa y colabora­
dores (2002) han sugerido que, al menos en levadura, la dimetilación es una marca 
de permisividad para la transcripción que delimita las regiones de eucromatina, mien­
tras que la trimetilación se asocia directamente con la activación transcripcional 
(Santos-Rosa et al., 2002). Resultados similares parecen producirse también en or­
ganismos multicelulares superiores (Schneider et al., 2004). La H3 K4 Me2 es una 
marca constante en los promotores de los genes estudiados a excepción del de nos-2 
cuya intensidad parece ser mínima, al igual que ocurre en los controles negativos de 
la a-actina o de la región intergénica. Estos datos serían compatibles con la función 
atribuida a la H3 K4 Me2 de configurar el estado de eucromatina en estos genes po­
tencialmente activos.
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En cuanto a H3 K4 me3, sorprendentemente, en la mayoría de los genes es­
tudiados es una marca constante, presente incluso antes de iniciarse la PA. Sin em­
bargo los genes tardíos analizados nos-2 e il-6 presentan un perfil diferente al resto. 
En éstos la trimetilación no existe a 0 h, aumenta progresivamente hasta alcanzar un 
máximo a 1 h, manteniéndose en esos niveles al menos hasta la 6 h postinducción. 
Estos resultados se correlacionan con los patrones de expresión tardíos de los genes, 
lo cual sugeriría que esta marca actuaría fundamentalmente durante la activación de 
los genes tardíos en la PA.
Por su parte, la acetilación de lisinas es la modificación mejor caracterizada y 
con más residuos asociados con la activación transcripcional génica, en H3 la K9 
(Grant et al., 1999), K14 (Brownell et al., 1996), K18 (Grant et al., 1999) y K23 (Daujat 
et al., 2002) y en H4 la K5 (Schiltz et al., 1999), K8 (Schiltz et al., 1999) y K16 
(Kawasaki et al., 2000).
En la figura 22 el patrón de las acetilaciones sobre las K9 y K14 de H3 es 
constante en todos los genes analizados a excepción de los promotores de nos-2 e 
¡1-6. El que ambas modificaciones se encuentren en los promotores de los genes es­
tudiados es compatible con los estudios de Agalioti y colaboradores (2002) que indi­
can que la combinación de estas dos modificaciones es clave para la expresión del 
gen interferón p (Agalioti et al., 2002), y con los estudios de cartografiado genético de 
Bernstein y colaboradores (2005) en los que no se distinguen diferencias entre las 
dos acetilaciones (Bernstein et al., 2005). En cuanto a nos-2 e ¡1-6, la H3 K9 ac no se 
encuentra presente a t Oh y aumenta a 1 y 6 h en paralelo a su perfil de expresión.
Por su parte, H3K18ac parece ser constante con el tiempo en los promotores 
de los genes analizados mientras que H3K23ac no aparece en ninguno de ellos, a 
excepción de los promotores de nos-2 e ¡1-6 en las muestras de páncreas no tratado. 
Estos sorprendentes resultados podrían indicar una posible acción represora de esta 
modificación de acetilación si bien hasta la fecha no hay descrito ningún trabajo acer­
ca de esta posible acción de K23H3ac. De cualquier forma, como sugieren resultados 
recientes en relación al código de histonas no siempre una modificación de histonas
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determina la misma función biológica, actuando en algunos casos como inhibidora y 
en otras como inductora de la transcripción (Peterson y Laniel, 2004).
La H3K27ac aparece tan solo en los inmediato-tempranos y temprano egr-1, 
atf-3 e icam-1 en paralelo con su perfil de expresión génica, si bien en el promotor de 
egr-1 esta modificación parece ser constante con el tiempo. Los datos de la bibliogra­
fía correlacionan esta modificación con la activación transcripcional (Peterson y La- 
niel, 2004) sin embargo no se ha descrito una función específica en la activación de 
los genes de respuesta temprana.
Respecto a las modificaciones en H4, la H4K5ac muestra tan solo enriqueci­
miento significativo en los genes inmediato-tempranos en paralelo con el máximo de 
expresión, siendo prácticamente constante en el resto de genes. La H4K8ac, que 
aumenta por ejemplo en la activación del gen ¡nterferón p (Agalioti et al., 2002), en 
nuestros genes sólo da señal positiva en los genes tardíos nos-2 e il-6. Por último la 
H4K16ac, asociada con la expresión inadecuada de genes que normalmente están 
reprimidos como p.e. mecp2 en el síndrome de Rett (Wan et al., 2001), no parece 
estar implicada en la activación de los genes seleccionados en nuestro modelo.
En definitiva, este estudio ha permitido caracterizar la variación del patrón de 
las modificaciones de las histonas y su posible implicación en la activación transcrip­
cional de ciertos genes durante el proceso de la PA. En general se puede correlacio­
nar la inducción génica con el enriquecimiento de las marcas específicas, como 
H3K4me3, H3K9ac H4K5ac o H4K8ac. No obstante, hemos encontrado resultados 
llamativos como la presencia de modificaciones relacionadas en la bibliografía con la 
activación génica en las muestras no tratadas, o la posible acción represora de 
H3K27ac.
En cualquier caso, el impacto de las modificaciones de las histonas en la 
transcripción está comenzando a ser estudiado ahora en profundidad por lo que serán 
necesarios futuros trabajos para el completo entendimiento de este complejo meca­
nismo de regulación.
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'.2.2. Unión de complejos modificadores de la cromatina
'.2.2.1. Histona acetiltransferasas (HAT) e histona desacetilasas (HDAC)
Como ya comentamos en la introducción (ver apartado 11.1.2.1.1.1 y 
1.1.2.1.1.2), los complejos HAT y HDAC son los encargadas de modular el nivel de 
acetilación en las histonas actuando en general como activadores (HAT) o inhibidores 
(HDAC) de la expresión genica. Además, algunas proteínas descritas como coactiva- 
cor transcripcional, p.e. CBP (CREB binding protein), posee actividad HAT acetilando 
ciferentes residuos de H3 y H4 (Lachner et al., 2003; Spencer y Davie, 1999). Por 
ctro lado, se ha analizado un complejo con actividad HDAC, denominado Sin3A, que 
nedia en la represión de diferentes contextos transcripcionales (Silverstein y Ekwall, 
2005).
egr-1 atf-3 tcam-1 tnhi nos-2 il-6 n-actina
Ttempo 
A)
9 
1 
1 
«
Figura 23. Unión de complejos histona acetiltransferasas (H A T ) e histona desacetilasas (H D A C ) 
en los promotores de los genes de estudio. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indi­
cados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-SIN3A, a- 
CBP y sus controles sin anticuerpo (NA). El gen de la a-actina se utiliza como control negativo.
Para conocer la posible implicación de CBP y Sin3A en la regulación trans­
cripcional de los genes en nuestro modelo, se estudió la unión de estos complejos a 
los promotores de los genes estudiados a tiempos de 0, 1, 3 y 6 h tras la inducción de 
la PA (figura 23). Los perfiles de unión del coactivador CBP coinciden de modo nota­
ble con el correspondiente perfil temporal (inmediato-temprano, temprano o tardío) de 
expresión de cada gen. Por su parte, el complejo sin3A no se encuentra unido en 
ninguno de los promotores estudiados a excepción del del gen icam-1 en donde su 
patrón de unión es inverso al de CBP, aumentando así el nivel de acetilación en el 
promotor y activando el gen. En el resto de los promotores analizados la disminución
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del nivel de acetilación cuando el gen se encuentra reprimido (ver figura 23) correrían 
a cargo de alguno de los otros complejos HDAC como NuRD, CoREST o N-CoR no 
estudiados en este capítulo.
Por tanto nuestros resultados apoyan no solo la idea de que CBP está direc­
tamente implicada en la activación transcripcional, como se destaca p.e. en (Martinez- 
Balbas et al., 1998), sino que este complejo jugaría probablemente un importante 
papel durante la inducción de la PA al unirse a la mayoría de los genes analizados.
1.2.2.2. Unión de factores transcripcionales
Este estudio requiere el análisis bioinformático de los promotores de los ge­
nes diana seleccionados para identificar los potenciales sitios de unión de factores de 
transcripción a la cromatina. En concreto, en este trabajo se ha utilizado el programa 
Transfac. En la tabla 14 se resumen los sitios de unión potenciales de los factores en 
los genes y las secuencias consenso reconocidas por los mismos así como la posi­
ción en donde se encuentran en nuestros genes.
1.2.2.2.1. Gen ear-1
egr-1 (conocido también como zif268, tis8, nfgi-a y krox-24) codifica para un 
factor de transcripción que se activa en respuesta a diferentes señales extracelulares 
entre las que se incluyen factores de crecimiento, factores mitógenicos, hormonas, 
citoquinas, metabolitos citotóxicos e incluso radiación ionizante (Thiel y Cibelli, 2002; 
Datta et al., 1992) principalmente a través de la ruta de señalización activada por 
mitógenos de ERK (Kaufmann y Thiel, 2001a) y la ruta de la proteína quinasa C (Lim 
et al., 1987). La activación de egr-1 regula procesos fundamentales como crecimiento 
celular, inflamación o apoptosis, esta última p.e. mediante la activación de p53 o c-jun 
(Nair etal., 1997; Ham etal., 2000).
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Tabla 14. Secuencias de los potenciales sitios de unión de factores de transcripción en los promoto­
res de los genes diana seleccionados. El número entre paréntesis que aparece debajo de cada secuencia 
corresponde a la posición del sitio de unión en el promotor del gen correspondiente. En la última columna 
se representan la secuencias consenso de unión para cada factor transcripcional. Para su mejor compre­
sión se ha añadido además una leyenda en la fila superior de la tabla que muestra el código utilizado para 
las secuencias consenso.
T Z
EGR-1 CGCCCCCGCG (-594 pb)
CGCCCTCGT
C
(-144 pb) 
GCGGGGGCC 
(-674 pb)
CTGCCCCCGC 
(-139 pb)
CGCKCCCGC
G
ATF/
CRE
TGTACGTCA 
(-77 pb) 
TCACGTCA .140 pb)
TGATGCAAC 
(-15 pb) 
TTACGTCA 
(-86 pb)
TGAGATCA 
(-81 pb)
TGAGCTAA 
(-106 pb)
TGACG 
(-386 pb) TGACGTYH
NF-kB
TTGGAAATTC
C
(-209 pb) 
CCCTTCGAG 
GG 
(-350 pb)
GGTTTTCTCC 
(-70 pb) 
GGGGCTTTCC 
(-467 pb) 
CCCTCTGGGG 
(-585 pb)
GGGACTCTCC 
(-80 pb) 
GGGGGATTTTCC 
CT 
(-936 pb)
GGGATTTTCC 
(-290 pb)
GGGRNNY-
YCC
AP1 GAGTCA (-368 pb)
TGATT
(-403 pb)
TGAATGA 
(-41 pb)
TGAGTC 
(-282 pb) TYAVTCA
C/EBP ATGTC (-231 pb)
AAGGAA 
(-61 pb)
TTTGGGAAC 
(-70 pb) 
GTGACGTAA 
(-147 pb) 
TACTGTCAAT 
(-900 pb)
TTGTGCAA 
(-376 pb) TTGSNNAA
SRF
CCATATATGG 
(-87 pb) 
CCATATTAGG 
(-109 pb) 
CCTTATATGG 
(-357 pb) 
CCTTATTTGG 
(-373 pb) 
CCATATAAGG 
(-*11 Pb)
CCWWWWW
WGG
SP1
TGGGGCGGGGG 
(-290 pb) 
CCCGCGCCGGG 
(-589 pb)
TCCCCGCCT
C
(-566 pb)
ACCCCGCCC
c
(-240 pb) 
AGGGGCGGG 
GA
Í2*LW. .
CCCCGCCC 
(-2S Pb)
GAGGCAG- 
GGA 
(-«1 Pb)
CCCCGCCCC
c-MYC GTGCAC (-739 pb) GTGCAM
OCT-1 ATGCAAAA:„P, ATKCANNN
IRF-1
CATAAGTGAAA-
AT
(-877 pb)
SAWAAGY-
GAAAVN
ETS/
NFAT
TTTTCC 
(-54 pb) 
TTCCTCC
'
TTYYYC
CAJA
GC
CACGGCG- 
GAGGCGGGCCC 
(-59 pb)
El promotor de egr-1 de rata presenta 5 elementos de respuesta al suero 
(SRE), cuya funcionalidad depende de los factores transcripcionales SRF y ELK-1 
que forman un complejo ternario con el DNA para ejercer su función como activado­
res transcripcionales (Shaw et al., 1989). SRF es un factor de transcripción cuya se­
cuencia consenso de unión se encuentra en muchos genes, incluyendo los inmediato-
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tempranos c-fos, c-jun o egr-1, cuya regulación controla el crecimiento y la diferencia­
ción celular o la transmisión neuronal (Chai et al., 2002). La familia ETS, entre la que 
destaca ELK-1, regula funciones celulares (diferenciación, desarrollo, proliferación o 
apoptosis) formando complejos con otros factores de transcripción (p.e. SRF o AP1) 
cuando p.e. ELK-1 se encuentra fosforilado por la quinasa ERK (Buchwalter et al., 
2004) (ver tabla 14).
En el promotor de egr-1 existe también un sitio de respuesta a AMPciclico 
(CRE) al que se une el factor CREB cuando éste se encuentra fosforilado a través de 
la cascada de señalización mediada por la proteína quinasa 2 activada por estrés o 
también denominada ruta de p38 (Rolli et al., 1999). Se encuentran también sitios 
potenciales de unión para NF-kB, factor transcripcional cuya actividad es esencial en 
la respuesta de inflamación, inmunidad, proliferación celular y apoptosis, así como de 
unión para SP1, factor que regula procesos fisiológicos como la activación hormonal, 
apoptosis, angiogénesis o regulación del ciclo celular.
Es de destacar la presencia de un sitio de unión para EGR-1 que, al unirse a 
su propio promotor, podría inhibir la transcripción del gen, y otros dos sitios con me­
nor afinidad para EGR1 que se solapan con los sitios de unión para SP1 (Cao et al., 
1993). La unión de estos factores transcripcionales al promotor de egr-1 fue estudiada 
mediante la inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina con anticuerpos frente a 
NF-kB, SRF, ELK-1, EGR-1 y SP1 (figura 24).
Los resultados indican que ni NF-kB ni SRF parecen actuar como factores de 
transcripción que regulan la expresión del gen durante la PA. El hecho de que SRF no 
esté presente es sorprendente ya que este factor está implicado en la activación de 
egr-1 en respuesta a citoquinas en cultivos celulares (Watanabe et al., 1997; Clarkson 
et al., 1999). Una posible explicación podría ser la existencia de un mecanismo de 
inducción transcripcional de egr-1 independiente de SRF en tejido pancreático duran­
te la generación de la PA. Por su parte, ELK1 se encuentra permanentemente unido 
al promotor y su posible contribución a la regulación de egr-1 podría ejercerse me-
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diante fosforilación de dicho factor como sugieren p.e. (Whitmarsh et al., 1995; Chen 
et al., 2004b).
ear-1
Tiempo
Figura 24. Unión de factores transcripcionales al promotor de egr-1. Las muestras de cromatina 
entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos: a-EGR-1, a-ELK-1, a-SPl, a-NFtcB y a-SRF. Las muestras Input e IP se analizan por PCR 
con los cebadores del promotor del gen.
SP1 y EGR-1 manifiestan perfiles de unión opuestos en el promotor del gen 
egr-1, ya que, mientras que SP1 se une cuando el gen está activo (entre 0.5 y 3h), 
EGR-1 está unido cuando el gen está reprimido (Oh y 6h). De hecho, se ha descrito 
que en ciertos genes, como ocurre en egr-1, existen sitios de unión solapantes para 
EGR-1 y SP1. EGR-1 competiría con SP1 (Khachigian et al., 1995) (Thottassery et 
al., 1999) desplazándolo de los sitios ricos en G+C como un mecanismo para inhibir 
la actividad de SP1 (Huang et al., 1999). Se ha descrito también una interacción dire­
cta proteína-proteína a través de la cual EGR-1 podría inhibir la capacidad de SP1 de 
unirse al DNA (Srivastava et al., 1998).
Los resultados obtenidos por la técnica ChIP confirman y extienden los obte­
nidos por Cao y colaboradores (1993) mediante cotransfecciones en cultivos de célu­
las humanas que muestran tanto la capacidad autorepresora de EGR-1 como el papel 
de SP1 induciendo la expresión de egr1 (Cao et al., 1993).
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En definitiva, de estos resultados se podría concluir que tanto SP1 y EGR-1 
como ELK-1 estarían desempeñando un papel clave en el control de la expresión 
génica de egr-1 durante la PA.
1.22.2.2. Gen atf-3
La familia de factores activadores de la transcripción (ATF) presenta un domi­
nio BZip de unión a DNA, y regula procesos como proliferación, diferenciación y su­
pervivencia celular. En esta familia, atf-3 se induce transcripcionalmente por muchos 
estreses fisiológicos entre los que se se destacan la isquemia cardiaca, la hepatecto- 
mía parcial o algunos agentes químicos (Hai et al., 1999). En cultivo celular, atf-3 es 
inducido por una gran variedad de señales como citoquinas, agentes genotóxicos 
(radiación UV) y agentes que activan muerte celular. Las señales de estrés inducen 
atf-3 a través de mecanismos complejos que implican múltiples rutas dependiendo del 
tipo de señal y del tipo celular. Entre las vías implicadas se encuentran la ruta de 
JNK, la ruta de p38 y una ruta dependiente y otra independiente de P53 (Kool et al., 
2003; Hai et al., 1999). Así pues, ATF-3, en conjunción con otros productos de genes 
inmediato-tempranos, inicia los eventos de la respuesta temprana al estrés, si bien, 
hasta la fecha no está esclarecido cómo las señales de estrés inducen el gen atf-3.
En el promotor de atf-3 existen sitios de unión putativos de los factores de 
transcripción SP1, AP1, ELK-1 y dos posibles sitios no consenso para EGR-1 (tabla 
14). Además destacan también dos sitios ATF/CRE de unión para los factores ATF y 
CREB, siendo el que se sitúa aguas abajo de la caja TATA el que posee más afinidad 
por ATF-3 (Wolfgang et al., 2000).
La figura 25 muestra el análisis de la unión de factores en el promotor del gen 
ATF-3. Los resultados indican que de los factores estudiados, sólo los factores EGR- 
1, ATF-2 y ATF-3 presentan un perfil de unión al promotor de atf-3 que se correlacio­
na con la inducción del gen. El factor EGR-1 desaparece a partir de las 2 horas, man­
teniéndose la unión de ATF-2 y ATF-3 por lo que estos dos factores están implicados 
de alguna forma en la regulación de ATF-3. En un trabajo reciente Bottone (2005) se
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describe que la activación transcripcional de atf-3 por fármacos antiinflamatorios no 
esteoideos está mediada por el factor egr-1. Mediante análisis de sobreexpresión, 
RNA de interferencia y gen reportero, se muestra además que EGR-1 es esencial 
para la activación del gen atf-3 (Bottone Jr et al., 2005). En cuanto a ATF-2 y ATF-3, 
los resultados obtenidos son compatibles con los descritos por Cai y colaboradores 
(2000) en los que el tratamiento con homocisteína de cultivos endoteliales humanos 
activa transcripcionalmente el gen atf-3. En este trabajo concluyen además que la 
unión de un complejo o complejos ATF-2/C-JUN/ATF-3 al sitio de unión ATF/CRE es 
el principal elemento responsable en la inducción del gen, mientras que la sobreex­
presión de factor ATF-3 produce la represión del gen (Cai et al., 2000).
atf-3
Tiempo
F ig u ra  25. Unión de factores transcripcionales al promotor de atf-3. Las muestras de cromatina 
entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos: a-EGR-1, a-ELK-1, a-SPl, a-ATF-2 y a-ATF-3. Las muestras Input e IP se analizan por 
PCR con los cebadores del promotor del gen.
De este modo, nuestros resultados profundizan en la regulación transcripcio­
nal del gen atf-3 a través de los factores EGR-1, ATF-2 y ATF-3 ya que, hasta la fe­
cha, no se había demostrado una unión directa de estos factores al promotor de ATF- 
3 y no se había caracterizado la secuencia temporal de la unión de los factores duran­
te la PA.
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1.22.2.2. Gen icam-1
icam-1 es un gen que codifica una glicoproteína de la superficie celular que 
se expresa en tipos celulares como leucocitos, células endoteliales o fibroblastos. En 
las células endoteliales existe una expresión basal aunque se puede sobreexpresar el 
gen por citoquinas proinflamatorias como IL-1p o TNFa. La función principal de ICAM-
1, y de las moléculas de adhesión relacionadas, es el reclutamiento y circulación de 
leucocitos por interacciones entre éstos y diversas integrinas expresadas, disparando 
la respuesta inflamatoria e inmunológica (ver revisión en (Cook-Mills y Deem, 2005; 
Springer, 1990; Hopkins et al., 2004)).
En este gen, la funcionalidad de algunos de los sitios de unión ha sido desta­
cada en modelos biológicos diferentes al de rata. Así, se ha demostrado en humanos 
que los elementos de respuesta a las citoquinas pro-inflamatorias se encuentran en el 
promotor en una región próxima al inicio de transcripción (Khachigian et al., 1995). En 
esta línea se ha demostrado la funcionalidad de los sitios de unión para C/EBP p, NF- 
k B y AP1 asociados a la respuesta a citoquinas como TNFa e IFNy en diferentes 
líneas celulares humanas, como células A549 (carcinoma de células epiteliales alveo­
lares) o células HepG2 (hepatoma) (Hou et al., 1994; Stein et al., 1993; Chen et al., 
2004a). Así como sitios de unión para AP-1 y ETS, que se han relacionado con res­
puesta a estrés oxidativo en células HUVEC (células endoteliales del cordón umbilical 
humano) (Roebuck et al., 1995) y sitios para AP-1 y SP-1 (Chen et al., 2004a). Final­
mente, hemos encontrado en este trabajo sitios putativos de unión para EGR-1, ATF-
2, y ATF-3, C/EBP p y NF-kB (ver tabla 14). Podemos comentar que C/EBPp es un 
factor de transcripción perteneciente a la familia de las proteínas de unión al "enhan- 
cer CCAAT (C/EBPs) (Cao et al., 1991), que se activa por fosforilación en respuesta 
a varios estímulos (p.e. citoquinas u hormonas) y regula ciertos procesos celulares 
como la respuesta de fase aguda, la diferenciación o la inflamación.
Los resultados mostrados en la figura 26 indican que, a pesar de poseer sitios 
potenciales de unión en la secuencia del promotor de icam-1, ELK-1, SP1, ATF-2 y
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ATF-3 no parecen estar implicados en la regulación de este gen durante el proceso 
de la PA. Por otro lado, NF-kB y C/EBPp se unen al promotor de modo secuencial y 
su unión es compatible con la inducción de la expresión de este gen. Estos resultados 
están en línea con los obtenidos por análisis mutacional en esta región y por ensayos 
de unión a DNA que revelan que el elemento de respuesta a citoquinas proinflamato- 
rias se compone de los sitios de unión a NF-kB y C/EBPp. Por otro lado, se han de­
mostrado interacciones proteína-proteína entre NF-kB y C/EBPp sugiriendo que estos 
factores pueden unirse cooperativamente al sitio de respuesta a TNFa en el promotor 
de ¡cam-1 (Ledebur y Parks, 1995; Lee et al., 1998). En este sentido, Masamune y 
colaboradores (2002) han descrito in vitro la inducción de icam-1 en células pancreá­
ticas de rata mediante la sobreexpresión del factor NF-kB (Masamune et al., 2002).
icam-1
Tiempo
Figura 26. Unión de factores transcripcionales al promotor de icam-1. Las muestras de cromatina 
entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos:: a-ATF-2, a-ATF-3, a-C/EBPP, a-NFxB, a-ELK-1 y a-SPl. Las muestras Input e IP se 
analizan por PCR con los cebadores del promotor del gen.
En definitiva, estos resultados describen la implicación de NF-kB y C/EBPp en 
la regulación de icam-1 in vivo, proporcionando un perfil temporal de unión de estos 
factores al promotor del gen durante la PA.
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1.2.2.2.4. Gen tnf-g
El factor de necrosis tumoral TNFa está implicado en la regulación de proce­
sos que incluyen la respuesta inmunológica, la formación de tumores, la diferencia­
ción, la apoptosis o la necrosis (Vassalli, 1992). Es importante destacar que esta cito- 
quina es un mediador principal de la respuesta inflamatoria aguda generada durante 
estados patológicos como la infección o la inflamación (Kollias, 2005; Bhatia, 2005).
Estudios comparativos de secuencia entre diferentes animales ha proporcio­
nado un mapa detallado de la región del promotor de TNFa. Así, en el promotor de 
TNFa de rata, ratón y humanos se encuentran sitios de unión consenso para un am­
plio número de factores de transcripción. En una región que comprende desde -200 
hasta el inicio de transcripción aparecen las secuencias de unión para SP1, AP-1, 
ETS/ELK-1, NF-kB, CREB, C/EBP[3 y EGR-1/SP1 (Li etal., 2000) (tabla 14).
Se ha estudiado la unión de los factores transcripcionales NF-kB, EGR-1, 
SRF, ELK-1 y SP1 en el promotor de TNFa (figura 27) durante la inducción de la PA. 
Todos los factores transcripcionales estudiados, a excepción de SRF, se unen al 
promotor del gen a partir de 2 horas coincidiendo con el perfil de activación tardío de 
tnf-a. La implicación de estos factores en el inicio de la transcripción del gen coinci­
den con los estudios de la regulación de tnf-a por infección con Mycobacterium tuber­
culosis de cultivos celulares humanos en donde la unión de SP1 y EGR-1, además de 
la de ATF-2, C-JUN, ETS/ELK-1 y el coactivador CBP/p300, en la región proximal del 
promotor es necesaria para la activación de TNFa tras infección con esta bacteria 
(Barthel et al., 2003). Sin embargo, si la activación transcripcional del TNFa se produ­
ce en respuesta al tratamiento con LPS en macrófagos de ratón, la región aguas arri­
ba de -450pb (Collart et al., 1990) y la situada a -97 pb del inicio de transcripción 
(Yao et al., 1997), conteniendo ambas motivos de unión de NF-kB, parecen ser las 
necesarias para la correcta activación génica.
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tnfa
Tiempo
Figura 27. Unión de factores transcripcionales al promotor de tn fa  . Las muestras de cromatina 
entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos: a-EGR-1, a-ELK-1, a-SPl, a-NFtcB y a-SRF. Las muestras Input e IP se analizan por PCR 
con los cebadores del promotor del gen.
En definitiva, los mecanismos de regulación que controlan la expresión de 
tnf-a parecen depender no solo del tipo celular y de su estado de diferenciación, sino 
también de los estímulos que inician la activación génica: infección por virus, interac­
ción con moléculas de adhesión o tratamiento con esteres de forbol, endotoxinas y 
citoquinas (Vassalli, 1992; Fu et al., 2002) y, en nuestro caso, las etapas iniciales de 
la PA.
1.2.2.2.5. Gen nos-2
La enzima NOS-2 puede ser encontrada en un amplio rango de células y teji­
dos en respuesta a diferentes agentes como LPS bacteriano, citoquinas (IFNy, IL-1(3, 
IL-6 y TNFa) y otros compuestos (Kleinert et al., 2003). La inducción aberrante de 
NOS-2 parece estar implicada en la fisipatología de diferentes enfermedades como 
asma, artritis y PA, así como en el desarrollo de tumores, rechazo de trasplantes o en 
el shock séptico (Kroncke et al., 1998; Al-Mufti et al., 1998).
Las secuencias disponibles del promotor de nos-2 de diferentes especies 
muestran homología en sitios de unión para numerosos factores de transcripción:
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AP-1, CREB/ATFs, IRF-1, NF-kB, C/EBPp, SP1 y SRF (tabla 14). La mayoría de 
estos factores están implicados en la inducción de la transcripción mediada por LPS o 
citoquinas (Lin et al., 1996; Kleinert et al., 2004).
nos-2
Tiempo
Figura 28. Unión de factores transcripcionales al promotor de nos-2. Las muestras de cromatina 
entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos: a-ATF-2, a-ATF-3, a- C/EBPp, cx-N F k B , a-EGR-1, a-ELK-1 y a-SPl. Las muestras Input 
e IP se analizan por PCR con los cebadores del promotor del gen.
Del conjunto de factores transcripcionales analizados (figura 28), tan solo 
NF-kB y C/EBPp presentan perfiles de unión al promotor similares al patrón de expre­
sión de nos-2. Los resultados con NF-kB están de acuerdo con los mostrados por 
(Ghosh et al., 1998) en donde NF-kB parece ser la diana principal de la activación, 
con IL-1 p, TNFa o estrés oxidativo (Kleinert et al., 2004) o en la expresión de nos-2 
durante la PA inducida por taurocolato (Long et al., 2005).
Los resultados de la unión de C/EBPp al promotor del gen indican que este 
factor parece incluso preceder al de la unión del factor NF-kB. Estudios de mutación 
en el sitio de unión de C/EBPp indican una importante función de este factor en la 
activación de nos-2 en células hepáticas, mientras que no produciría ningún efecto 
significativo en células no hepáticas (Guo et al., 2003b). Sin embargo, otros autores 
han descrito que C/EBPp ejerce un papel principal en la inducción de nos-2 en culti­
vos celulares no hepáticos de rata, en concreto células mesangiales, inducidos por 
AMPc (Eberhardt et al., 1998) o la citoquina proinflamatoria IL-1 p (Jana et al., 2005).
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Los resultados aquí mostrados podrían aportar datos in vivo acerca del me­
canismo de activación de nos-2 durante el desarrollo de la PA, destacando el papel 
que NF-kB y C/EBP(3 ejercerían en su inducción génica.
1.2.2.2.5. Gen il-6
IL-6 es una citoquina multifuncional que desempeña un papel crucial en la de­
fensa del organismo debido a su amplio rango de actividades inmunológicas y hema- 
topoyéticas, así como a su capacidad de inducir la respuesta de fase aguda (Koj, 
1996; Feghali y Wright, 1997). Además, esta citoquina se induce en respuesta a es­
trés medioambiental, endotoxinas bacterianas (LPS), virus (VIH) y citoquinas proin- 
flamatorias (TNFae IL-1) (Dendorfer et al., 1994; Sanceau etal., 1995).
Diferentes estudios han revelado la presencia de diferentes factores de trans­
cripción en la regulación del gen il-6. En la tabla 14, se han seleccionado aquellos 
sitios de unión que están implicados en su inducción por citoquinas (Vanden Berghe 
et al., 2000).
¡1-6
Tiempo
Figura 29. Unión de factores transcripcionales al promotor de il-6. Las muestras de cromatina entre­
cruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos: a-ATF-2, a-ATF-3, a- C/EBP|5, íx-N F k B , a-EGR-1, a-ELK-1 y  a-SPl. Las muestras Input 
e IP se analizan por PCR con los cebadores del promotor del gen.
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Como ocurría en el promotor de nos-2, de todos los factores transcripcionales 
analizados solamente NFkB y C/EBPp se unen al promotor de il-6 aunque con un 
perfil de unión similar (figura 29). Estos datos están de acuerdo con los obtenidos por 
Vanden berghe (1998 y 1999) en los que demuestran que estos dos factores son los 
principales en la regulación de este gen mediada por TNFa (Vanden Berghe et al., 
1998; Vanden Berghe et al., 1999).
Nuestros resultados aportan información acerca de la regulación del promotor 
de il-6 durante la PA in vivo, indicando un papel crucial de NF-kB y C/EBPp en su 
inducción. En los experimentos de ChIP anteriores utilizamos el gen de la a-actina 
como control negativo ya que no se expresa en páncreas (figura 30).
En conclusión, la respuesta inducida por el taurocolato sódico culmina con la 
activación y unión de diferentes factores de transcripción que regulan los promotores 
de los genes implicados en el desarrollo de la PA. Es destacable que para los genes 
inmediato-tempranos los factores implicados son EGR-1, ATF-2 y ATF-3. Mientras 
que para los genes tempranos o tardíos los factores reguladores son principalmente 
NF-kB y C/EBPp.
a-actina
Tiempo
Figura 30. Unión de factores transcripcionales al prom otor de a-actina  . Las muestras de 
cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e inmunoprecipi- 
tadas con los anticuerpos: a-ATF-2, a-ATF-3, a- C/EBPP, a-NFKB, a-EGR-1, a-ELK-1, a-SPl y a- 
SRF. Las muestras Input e IP se analizan por PCR con los cebadores del promotor del gen.
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1.3. A N Á L IS IS  DE LA  E X P R E S IÓ N  G É N IC A  E X T R A P A N C R E Á T IC A  D U R A N T E  LA  
P A N C R E A T IT IS  A G U D A
Como ya comentamos en la introducción, la PA es un proceso patológico que 
se inicia con el daño en las células acinares, dando lugar a una respuesta inflamatoria 
local y que posteriormente deriva a una respuesta multisistémica. Aunque la progno­
sis de esta enfermedad varía según la severidad de la destrucción pancreática, son 
las manifestaciones extra pancreáticas tales como las disfunciones respiratorias, car­
diovasculares y hepáticas las que contribuyen más significativamente a la mortalidad. 
Los mediadores inflamatorios TNFa, IL-1 (3 y IL-6, son los principales encargados de 
extender la respuesta inflamatoria a órganos distantes a través de la corriente circula­
toria general (Bhatia et al., 2000; Bhatia y Moochhala, 2004) aumentando la severidad 
y mortalidad de la patología (Gross et al., 1993).
Tabla 15. Rastreo de genes activados en hígado y pulmón durante la PA. (A) Patrón temporal de 
expresión génica en hígado de rata. Las muestras con PA inducida a diferentes tiempos con taurocolato al 
0.3% fueron analizadas por RT-PCR cuantitativo. Los valores fueron normalizados respecto al gen rRNA 
18S y referidos a la muestra control no tratada a la que se le asigna el valor arbitrario de 1. Se resaltan los 
genes diana seleccionados en este trabajo por su importancia en la PA (color azul). (B) Patrón temporal 
de expresión génica en pulmón de rata. Se procesa de forma similar al bloque A.
Panel A
G ENES
3-A CTINA 1.0 ± 0 . 3 0 .9  ± 0 . 1 0 .9  ± 0 . 1 1 . 3 1 0 . 3
A TF-3 1 .4 ± 0 .3 3.7 ±  0.7 7.2 1 1.1 5.1 ± 1 .0
COX2 1.3 ± 0 . 3 4 . 6  ± 0 . 5 1 6 . 7 1 0 . 7 19 .9  ± 3 . 9
EGR-1 1.1 ± 0 .4 1 .7 1 0 .3 5.7 11 .3 5.4 10.1
ICAM-1 1 .3 1 0 .4 2.0 ±  0.3 2 .2 1 0 .1 2.6 1 0.4
IL -13 1.1 ± 0 . 1 1 . 0 1 0 . 3 0 .6  ± 0 . 1 2 .0  ± 0 . 4
IL-6 1 .3 1 0 .3 4 .7 1 1 .2 23.1 ± 4 .3 1 0 .9 1 0 .3
M YD118 1.4 ± 0 . 4 3 .2  ±  0.4 4 . 9 1 0 . 1 4.1 ± 0 . 3
NOS-2 1.0 ±0.1 1 .2 1 0 .2 1 0 .7 1 1 .9 5 .5 1 0 .5
PAP 1 0.8  ± 0 . 2 0 .6  ± 0 . 1 2 .3  ± 0 . 6 4 1 . 0  ± 6 . 7
T N F a 1 .3 1 0 .4 1 .4 1 0 .3 1 .2 1 0 .4 6.1 1  1.3
XA N TIN A 1 . 5 1 0 . 4 1 . 3 1 0 . 2 1 . 3 1 0 . 1 2 .6  ± 0 . 2
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Panel B
GENES
6
3-ACTINA 1.0 ±0.2 1.2 ±0.3 0.9 ±0.2 1.0 ± 0.1
ATF-3 0.9 ± 0.2 0.7 ± 0.2 0.8 ± 0 .3 1.6 ±0.1
COX2 1.0 ±0.1 0.9 ±0.2 1.0 ±0.3 0.9 ±0.2
EGR-1 1.4 ± 0 .5 2.5 ± 0 .4 2.0 ± 0.5 7.3 ± 1.2
ICAM-1 1.0 ± 0.2 1.0 ± 0 .0 3.9 ±  0.2 5.7 ±  0.2
IL-13 1.2 ± 0.2 1.0 ±0.4 2.2 ± 0.3 3.1 ±0.3
IL-6 1.0 ±0 .3 0.7 ± 0 .0 1.1 ±0.1 5.8 ± 0 .7
MYD118 1.1 ± 0.1 0.7 ±0.2 1.3 ±0.2 1.3 ±0.2
NOS-2 1.3 ±0 .3 1.2 ± 0 .4 4.0 ± 0.4 3.8 ±  0.3
PAP 1 1.0 ± 0.1 1.1 ± 0.2 1.3 ±0.2 3.9 ±0.6
TN Fa 1.4 ±0 .2 1.2 ± 0.3 1.8 ± 0 .3 2.7 ±0 .3
XAN TINA 1.4 ±0.3 1.2 ±0.4 2.1 ±0.4 3.5 ±0.6
Así pues, una vez conocidos los genes activados transcripcionalmente en 
páncreas e implicados en el desarrollo de la PA, nos dispusimos a conocer qué ge­
nes se activaban en órganos distantes resultado de las manifestaciones sistémicas de 
la PA. En la tabla 15 se resumen los cambios en los niveles de expresión de los ge­
nes analizados en tejido hepático (panel A) y en tejido pulmonar (panel B). En una 
visión global se observa que el grupo de genes que son activados en páncreas (tabla 
13) es similar al del hígado y el pulmón (tabla 15), si bien parecen tener un retraso en 
el inicio de la expresión de los genes. Podemos destacar por ejemplo los genes egr-1 
y atf-3 que en páncreas presentaban una expresión inmediato-temprana mientras que 
en hígado y pulmón se inicia la activación transcripcional a partir de la 3 horas. Los 
resultados obtenidos se correlacionan con los obtenidos por Norman y colaboradores 
(1997) (Norman et al., 1997b) en los los que TNFa e IL-1 (3 inician la activación trans­
cripcional en hígado, pulmón y bazo a partir de las 4 horas tras la inducción de la 
pancreatitis con ceruleína.
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1.4. MECANISMO DE ACCIÓN DEL AGENTE TERAPÉUTICO PENTOXIFILINA EN 
LA PANCREATITIS AGUDA
Hasta la fecha, los ensayos clínicos con agentes cuyas dianas son los media­
dores implicados en la patogénesis de pacientes que ya han desarrollado la PA han 
sido en general decepcionantes (Valderrama et al., 1992; Schulz et al., 1999; Johnson 
et al., 2001).
La pentoxifilina, un derivado de la metilxantina, posee propiedades antiinfla­
matorias (Ward y Clissold, 1987) a través de la inhibición de la producción de citoqui­
nas como TNFa e IL-2 (Edwards et al., 1991; Schandene et al., 1992), reduciendo 
significativamente la inflamación pancreática, el edema, la infiltración leucocitaria o la 
actividad de la lipasa pancreática en ratas a las que se inducía la pancreatitis con 
ceruleína (Gomez-Cambronero et al., 2000). Recientemente, este último grupo ha 
mostrado que la pentoxifilina impide también el aumento del nivel de TNFa en suero 
total, reduciendo la producción de ascitis, la inflamación y el daño pancreático en la 
PA inducida por taurocolato (Pereda et al., 2004). En base a estos resultados es ten­
tador conocer si la pentoxifilina es capaz de reducir la severidad de esta patología por 
medio de la inhibición de la expresión de los genes seleccionados en nuestro estudio 
implicados en las fases iniciales del desarrollo de la PA.
Los resultados de la figura 31, obtenidos a partir de ratas tratadas con pentoxifilina 30 
min antes de la inducción de la PA, muestran que en general la expresión de los ge­
nes analizados se encuentra reducida en la muestras tratadas con pentoxifilina. Los 
genes inmediato-tempranos, egr-1 y atf-3, presentan una notable reducción a 1 h, en 
icam-1, aunque su inducción es mínima a este tiempo, presenta también una mínima 
inducción a ese tiempo, se observa también una reducción considerable y, en los 
genes tardíos tnfa, nos-2 e il-6 la reducción de la expresión debida al inhibidor es 
especialmente drástica a las 6h de inducción. Es interesante destacar que la expre­
sión del gen nos-2 no se ve afectada significativamente por el tratamiento con la pen­
toxifilina a 1 hora.
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Figura 31. Efecto de la pentoxifilina sobre la expresión de los genes diana estudiados en páncreas 
de rata. Las muestras,analizadas por RT-PCR cuantitativo, se identifican como C: control no tratado; T: 
taurocolato 0.3% ; P+T: pentoxifilina + taurocolato 0.3%. Los valores fueron normalizados respecto al 
gen rRNA 18S y referidos a la muestra con valor máximo y a la que se le asigna el valor arbitrario de 
100%. Los valores en color azul representan el grado de inducción real resprecto al control 0 horas. El 
gen de la fi-acíina se utiliza como control positivo por su expresión constitutiva.
Los resultados mostrados confirman la implicación de los genes de estudio 
seleccionados en la patogénesis de la PA en sus etapas iniciales y son compatibles 
con la información previa disponible que indicaba una reducción en ios niveles de 
TNFa, ICAM-1 e IL-6 en suero total por el tratamiento con pentoxifilina de la PA 
(Farkas et al., 1997; Granell et al., 2004). Además, nuestros datos incorporan por 
primera vez a los genes atf3 y egr1, como dianas terapeúticas de la pentoxifilina en la 
PA.
Para ahondar en el conocimiento acerca del mecanismo molecular de acción 
de la pentoxifilina hemos estudiado el efecto de este agente sobre la unión de los 
factores de transcripción al promotor de los genes seleccionados inducidos en la PA. 
El análisis se efectuó por la técnica ChIP usando los anticuerpos contra los factores 
que regulan los genes pro-inflamatorios como EGR-1, C-JUN, SP1, NF-kB y C/EBP(3.
En el promotor del gen egr-1 (figura 33), a 1h de inducción en la muestra tra­
tada con pentoxifilina (T+P 1h) la unión del factor SP1 es significativamente menor 
que el control no tratado (T 1h). A 0 y 6h de inducción de la PA, no existen diferencias 
en las muestras tratadas o no con pentoxifilina ya que solo EGR-1, actuando como 
auto-inhibidor de la expresión de egr-1, se encuentra unido al promotor y no SP1. 
Estos datos indican que la reducción de la unión de SP1, asumiendo un papel activa­
dor de éste, podría ser el posible mecanismo por el cual la pentoxifilina reprime par­
cialmente a egr-1.
El factor NF-kB en la muestra tratada con pentoxifilina no aparece unido al 
promotor de icam-1 (T+P 1 h), a diferencia del control no tratado (T 1h), por lo que el 
mecanismo de acción de la pentoxifilina en la represión de este gen durante la PA
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debe ser dependiente de NF-kB. El resto de anticuerpos contra los diferentes factores 
da un resultado negativo (figura 32).
egr-1 icam-1 tnfa
Tiempo
(h)
<Z> \
o- o- o- v* se5'' o- o- o- o- & v- ^  <y ¿  o- o- o v
P+T 1h
P+T 6h
Tiempo
(h)
nos-2 il-6 a-actina
í. ^  O* &  o''s<+ ?+ y  P  £  ^  'r  3 r
■ < ¡r ( f  < y  o -  v  o -  o -  < T  < r v *  > $ *  o  o  o -  o -  o -
P+T 1n
P+T 6h
Figura 32. Efecto de la pentoxifilina sobre la unión de factores en los promotores de los genes 
diana estudiados en páncreas de rata. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados 
de inducción de PA, en presencia o no de pentoxifilina, fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los 
anticuerpos:a-NFKB, a -A P l, a-EGR-1, a- C/EBPP, a-SPl y sus controles sin anticuerpo (NA) corres­
pondientes. Las muestras se identifican como C: control no tratado; T: taurocolato 3.5% ; P+T: pentoxifi- 
lina + taurocolato 3.5%. Como control negativo se utiliza el gen de la a-actin
En el promotor de tnf-a a 1h de inducción de la PA, el factor EGR-1 no se en­
cuentra unido en la muestra tratada con la pentoxifilina, a diferencia del control no 
tratado, tras 1h de inducción de la PA, mientras que a 6 h de la inducción el factor 
aparece unido en ambas muestras. Este comportamiento es diferente en los factores 
C/EBPp y NF-kB ya que éstos, en especial el segundo, reducen su presencia en el
- 140-
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promotor del gen en las muestras tratadas con pentoxifilina. Por lo tanto, la represión 
del gen tnf-a dependiente de pentoxifilina parece estar mediada a tiempos iniciales 
por EGR-1 y, a tiempos tardíos, fundamentalmente por NF-kB y en menor medida 
por C/EBPp (figura 32).
Los resultados de los promotores de nos-2 e il-6 en la figura 33 indican que la 
pentoxifilina podría reprimir la expresión de éstos al limitar significativamente la unión 
de NF-kB a sus promotores e impidiendo el acceso de C/EBPp a los mismos. Estos 
resultados darían una posible explicación para la represión del gen il-6, si bien, aun­
que estos dos factores están implicados en la regulación directa del promotor del gen 
nos-2, debe existir algún factor adicional a los estudiados que no se vea afectado por 
la pentoxifilina ya que a 1h aún existe un cierto grado de expresión en las muestras 
tratadas con el agente terapéutico. Como control negativo utilizamos el promotor del 
gen a-actina que no se expresa en el páncreas.
En un trabajo con muestras in vivo de páncreas con PA se analizó el perfil 
temporal de activación de las tres MAP quinasas con anticuerpos que reconocen las 
formas fosforiladas de ERK1/2, P38 y JNK1/2. En los tres casos se muestra un pico a 
los 30 minutos que disminuye progresivamente hasta desaparecer a partir de 3 y 6 
horas (Tesis Doctoral de Javier Pereda). En este sentido, una vez demostrado la ac­
ción sobre la expresión génica, decidimos conocer de qué modo afectaba la pentoxifi­
lina a la activación de estas quinasas.
Los resultados de la figura 33, además de confirmar la activación de las MAP 
quinasas a los 30 minutos, indican que ERK1/2 y JNK1/2 son inhibidas por el trata­
miento con pentoxifilina, mientras que P38 no se ve afectada por este fármaco.
El análisis de los resultados de este estudio in vivo de la acción de la pentoxi- 
filina en la disminución de la severidad de la PA permite apuntar ciertas ¡deas. El 
efecto beneficioso del agente terapéutico en la PA puede ser producido, en parte, a 
través de la represión de los genes seleccionados en este estudio por regulación de 
la unión de factores transcripcionales pro-inflamatorios, principalmente NF-kB y SP1
-141  -
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y, en menor medida, C/EBPp y EGR-1. Estos resultados son compatibles con trabajos 
publicados que describen una acción anti-inflamatoria de este agente a través de la 
inhibición de citoquinas pro-inflamatorias (Edwards et al., 1991; Schandene et al., 
1992). Aunque se ha descrito que la acción principal de la pentoxifilina es inhibir la 
producción de TNFa (Gomez-Cambronero et al., 2002), es posible que la represión 
de tnf-a reprima indirectamente otros genes actuando a su vez en rutas donde inter­
venga TNFa modulando así los unión de los factores transcripcionales pro- 
inflamatorios analizados.
T T+P
P44 (ERK1 
P42 (ERK2i
<  P38
<  P54 (JNK1)
' <  P46 ÍJNK2)
Figura 33. Efecto de la pentoxifilina sobre la activación de las MAP quinasas en páncreas de rata.
Los extractos celulares de páncreas, tras 30 minutos de inducción de la PA, fueron analizados mediante 
“ Western blot" utilizando los anticuerpos que reconocen las formas fosforiladas de las MAP quinasas 
ERK1/2, p38 y JNK1/2. Las muestras se identifican como C: control no tratado; T: taurocolato 0.3% ; 
P+T: pentoxifilina + taurocolato 0.3%.
Por último, nuestros resultados apoyan el uso de la pentoxifilina como agente 
terapéutico en fases iniciales de la PA, al reducir la expresión de los genes pro- 
inflamatorios estudiados, o su uso preventivo en pacientes con riesgo de padecerla 
por ejemplo al someterse a una colangiopancreatografía, prueba de diagnóstico que 
presenta como efecto secundario el desarrollo de una posible PA.
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2. ESTUDIOS IN VITRO EN CULTIVOS DE CÉLULAS ACINARES
El estudio de la activación de genes implicados en la PA ha permitido conocer 
los patrones temporales de unión de los factores transcripcionales, de enzimas modi­
ficadoras y de las modificaciones de las histonas en los promotores en respuesta a la 
compleja cascada de señalización inflamatoria inducida por el daño local en el pán­
creas.
El trabajo in vivo posee ciertas limitaciones como son: (i) el elevado número 
de ratas necesario para obtener muestras de páncreas cabeza para la técnica ChIP, 
(ii) la imposibilidad práctica de realizar un perfil temporal exhaustivo para conocer el 
orden de reclutamiento de los factores transcripcionales, y complejos modificadores y 
la secuencia de modificaciones en las histonas, (iii) la variabilidad experimental intrín­
seca al trabajo in vivo y (iv) la gran dificultad de realizar estudios de inhibición de ru­
tas de transducción de señal in vivo. Por todo ello, resultó conveniente continuar el 
estudio de la regulación de los genes implicados en la PA desarrollando un modelo in 
vitro con cultivos de células acinares.
2.1. CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS ACINARES
Los cultivos primarios de células acinares se obtuvieron de páncreas por tra­
tamiento con colagenasa (ver Materiales y Métodos IV. 1.2). Los resultados iniciales 
mostraban que durante las etapas de preparación de los cultivos en monocapa se 
producía una intensa degradación del RNA a pesar de la previa estabilización de éste 
con RNAIater. Los resultados obtenidos en la extracción del RNA total en cada una de 
las etapas del proceso muestran que la degradación del RNA se produce fundamen­
talmente durante la siembra de las células y la incubación durante 1.5 h para que las 
células se adhieran a la superficie de las placas de cultivo (paso 5 de la figura 34A). 
Un resultado adicional que se pudo determinar fue que esta degradación no depende 
de la síntesis de novo de proteínas, como demuestra la muestra tratada con el inhibi­
dor de la traducción cicloheximida, y además no se produce si las células son trata­
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das previamente con inhibidores de MAP quinasas (PD9805996), de JNK (inhibidor II 
JNK) o de p38 (SB203580) (figura 34B).
El hecho de que en el propio proceso de extracción de células acinares se 
produjese una degradación del RNA obstaculizó la utilización de este modelo in vitro 
para el tipo de estudio que apuntábamos más arriba. Por ello pusimos a punto una 
línea inmortal de células acinares de rata, denominada AR42J y cuyo RNA permane­
ce íntegro (figura 34C), para conocer los mecanismos de regulación de la expresión 
génica inducida por taurocolato in vitro.
A. Fases del cultivo
1 2 3 4 5
< rRNA 28S
<  rRNA 18S
B. Cultivo primario 
con tratamientos
J*'/VVV/ / / / /
<  rRNA 28S
< rRNA 18S
C. Cultivos
*
< rRNA 28S 
<4 rRNA 18S
Figura 34. Integridad del RNA total obtenido de cultivos primarios de células acinares. (A) Gel de
agarosa que muestra el estado del RNA total, destacando los rRNA 18S y 28S, obtenido de las diferentes 
fases de obtención del cultivo primario: 1) tejido pancreático; 2) tras 15 minutos inflando el páncreas con 
colagenasa; 3) tras incubaciones de 45 minutos con colagenasa; 4) tras lavados para eliminar colagenasa; 
5) tras 90 minutos de siembra en placa. (B) Gel de agarosa que muestra el estado del RNA total en mues­
tras tratadas previamente con los inhibidores indicados (C) Gel de agarosa comparativo que muestra el 
RNA total del cultivo primario de células acinares y del cultivo de células inmortalizadas AR42J.
2.2 . C U L T IV O S  DE C É L U L A S  A C IN A R E S  A R 42J
En primer lugar nos cuestionamos si, puesto que este modelo representa una 
simplificación de la complejidad celular y estructural existente en el tejido pancreático, 
los cambios fisiológicos y de expresión génica en el cultivo AR42J serían compara­
bles a los obtenidos en tejido pancreático durante la PA inducida por el taurocolato.
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Uno de los principales indicadores clínicos de la PA es la necrosis de la glán­
dula, que puede visualizarse en pacientes mediante tomografía axial computerizada y 
cuyo nivel se asocia directamente con un peor pronóstico de la patología. Por otro 
lado, en pancreatitis humanas y experimentales se ha descrito, además de la necrosis 
celular, un cierto grado de muerte de células acinares por apoptosis (He et al., 2000; 
Bhatia et al., 2005). En base a esta información bibliográfica, nos propusimos estudiar 
por microscopía confocal la respuesta de las células AR42J al taurocolato sódico y, 
en caso afirmativo, de que tipo es ésta: necrosis, apoptosis o ambas. Para ello,
DAPI NECROSIS APOPTOSIS
CONTROL
TAU
Figura 35. Estudio de la muerte celular inducida en cultivos AR42J mediante inmunofluorescencia 
con microscopía confocal. (A) Los cultivos celulares fueron tratados con: DMSO (control), taurocolato 
al 0.3% 30 min (TAU). Estas muestras procesadas se incuban con DAPI, yoduro de propidio y anexina.
células AR42J tratadas con taurocolato, fueron teñidas con fluorocromos que permi­
ten idefntificar muerte por necrosis (anexina) o apoptosis (yoduro de propidio). Los 
resultados muestran que el efecto del taurocolato en los cultivos AR42J conlleva la 
muerte celular fundamentalmente por necrosis, siendo despreciable el componente 
apoptótico (figura 35). Estos datos ponen de manifiesto que el modelo in vitro es 
comparable al modelo in vivo de inducción de PA desde el punto de vista de la gene­
ración de la necrosis celular. Si tenemos en cuenta que la severidad de la patología
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se correlaciona directamente con la necrosis, e inversamente con apoptosis 
(Gukovskaya y Pandol, 2004), los cultivos AR42J tratados con taurocolato serían un 
buen modelo in vitro para determinar los mecanismos subyacentes durante la necro­
sis de las células acinares y su implicación en la desarrollo y severidad de la PA.
2.2.1. Caracterización de la expresión génica en respuesta a taurocolato
Para conocer los cambios de expresión génica en las células AR42J tratadas 
con taurocolato, se llevó a cabo un rastreo de genes por RT-PCR cuantitativo similar 
al realizado en tejido pancreático (ver tabla 16). Del grupo de genes analizado tan 
sólo se inducen de forma notable, egr-1 y c-fos. El patrón de expresión es el de genes 
inmediato-tempranos, como también ocurría en tejido in vivo, presentando un máximo
Tabla 16. Rastreo de genes activados en cultivo de células AR42J tratados con taurocolato. (A)
Patrón temporal de expresión génica de células tratadas con taurocolato al 0.3% a diferentes tiempos y 
analizadas por RT-PCR cuantitativo. Los valores fueron normalizados respecto al gen rRNA 18S y referi­
dos a la muestra control no tratada a la que se le asigna el valor arbitrario de 1. Se resaltan los genes 
diana inducidos por este tratamiento (color azul).
GENES
0 0.25 0.5 1 3 6
3-ACTINA 1.1 ± 0 . 2 1 .5  ± 0 . 3 0 . 9  ± 0 . 3 1.2 ± 0 . 2 1.1 ± 0 . 3 0 .9  ± 0 . 3
ATF-3 1.1 ± 0 . 4 1.2 ± 0 . 2 1 .4 ± 0 . 0 2.1 ± 0 . 2 2 .4  ± 0 . 1 1.9 ± 0 . 1
BTG2 0 .9  ± 0 . 3 1 .8  ± 0 . 4 1.6 ± 0 . 3 1 .3  ± 0 . 4 2.1 ± 0 . 3 2.1 ± 0 . 4
CEBP 3 1.2 ± 0 . 4 4.1 ±  0.4 4 . 6  ± 2 . 3 6.1 ± 2.1 7 .8  ±  1.8 4 . 2  ± 0 . 7
COX2 1.1 ± 0 . 2 1.3 ± 0 . 2 1.1 ±  0.1 1.1 ± 0 . 2 1.2 ± 0 . 3 1.1 ± 0 . 2
EGR-1 1.0 ±0.1 41.2 ±3.9 65.2 ±  9.7 45.3 ± 8.5 20.7 ±  3.2 10.5 ± 1.2
FOS 1.2 ±0.3 23.9 ± 3.0 50.9 ± 5.9 43.0 ±  2.7 11.9 ± 2 . 9 10.0 ± 1.5
GCScat 0 . 8  ± 0 . 2 0 .7  ± 0 . 2 0 . 8  ± 0 . 1 0 . 9  ± 0 . 2 1.2 ± 0 . 2 1 .3  ±  0.1
ICAM-1 1.2 ± 0 . 3 1.4 ± 0 . 2 1.9 ± 0 . 3 1 .9  ± 0 . 4 1.9 ± 0 . 4 1.7 ± 0 . 2
IL-13 1.0 ±  0.3 0 . 6  ±  0.3 1.4 ± 0 . 4 0 . 9  ± 0 . 1 1.2 ± 0 . 3 1.1 ± 0 . 3
IL-6 NO MEDIBLE
JUN 1.0 ±  0.1 0 . 9  ± 0 . 2 0 .9  ± 0 . 2 0 . 8  ± 0 . 1 1.0 ± 0 . 2 1.5 ± 0 . 3
MYD118 1.0 ±  0.2 0 .8  ± 0 . 2 0 . 7  ± 0 . 3 0 . 8  ± 0 . 2 1.1 ± 0 . 1 1 .4  ± 0 . 3
NOS-2 1.0 ± 0 . 0 1.0 ± 0 . 2 1.0 ± 0 . 2 0 . 7  ±  0.1 0 .3  ± 0 . 1 0 .3  ± 0 . 1
PAP 1 1.0 ± 0 . 1 1.0 ± 0 . 3 1 .5  ± 0 . 3 2 . 3  ± 0 . 4 6 .3  ±  1.6 8 .5  ± 2 . 4
TNFa 1.2 ± 0 . 3 1.4 ± 0 . 3 3 .2  ± 0 . 3 2 . 2  ± 0 . 1 1.7 ±  0.1 1.9 ± 0 . 3
XANTINA 0.9  ±  0.2 0 .8  ± 0 . 2 0 .6  ± 0 . 2 0 . 7  ± 0 . 3 1.0 ± 0 . 3 1 .5 ± 0 . 3
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de activación hacia los 15-30 min de tratamiento. La falta de expresión del resto de 
genes analizado no puede ser explicada por una degradación parcial del RNA obteni­
do, como ocurría con los cultivos primarios, ya que una electroforesis del RNA proce­
dente de cultivos de AR42J tratados con diferentes concentraciones de taurocolato 
muestran que éste se encuentra íntegro (figura 34C). La explicación podría deberse 
en realidad a algunos aspectos inherentes del propio modelo in vitro del cultivo celu­
lar. Por un lado, el cultivo AR42J es homogéneo con un único tipo celular, las células 
acinares, mientras que en el tejido pancreático, aunque compuesto principalmente por 
células acinares, posee también células del ducto junto con células endocrinas de 
Langerhams a y (3 y, en menor medida, células endoteliales y leucocitos infiltrados en 
el tejido. Aunque la respuesta principal es debida a las células acinares, las células 
endoteliales y los leucocitos tienen papeles clave en la activación y amplificación de la 
señal inflamatoria de la PA generada por taurocolato (Bhatia et al., 2000; Bhatia et al., 
2001). Por otro lado, la acción del taurocolato in vivo, es también la de ocluir el ducto 
biliopancreático, lo que aumenta la presión, la permeabilidad intraductal y potencia la 
actividad de las enzimas pancreáticas de las células acinares (Senninger et al., 1986; 
Schmidt y Klar, 1996).
A pesar de no existir in vitro una activación génica comparable a la compleja 
respuesta del tejido pancreático in vivo, el hecho de que egr-1 se haya inducido de 
forma notable nos ha permitido estudiar de forma más extensa ciertos aspectos de su 
regulación que en el modelo in vivo estaban limitados. A su vez, el estudio de la acti­
vación del gen c-fos se ha utilizado como control ya que su regulación génica ha sido 
extensamente estudiada durante este proceso (revisión en Sng et al., 2004).
2.2.1.1. Gen egr-1
2.2.1.1.1. Análisis de la transcripción a tiempo real por RNApol-ChlP
Utilizando la misma estrategia que para el estudio in vivo se estudió la activa­
ción transcripcional en tiempo real del gen egr-1 en células AR42J tratadas con tauro­
colato mediante la técnica de RNApol-ChlP (Materiales y Métodos apartado IV.4).
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Figura 36. Expresión de los genes activados en cultivos celulares AR42J tratados con taurocolato
(A) y (B) Análisis de expresión génica en tiempo real mediante RNApol-ChlP . Las muestras son anali­
zadas por PCR utilizando oligonucleótidos que amplifican la región transcribióle (A) o en la región del 
promotor (B) de los genes. Como control negativo se utilizó el gen de la a-actina. (C) Gráfica de expre­
sión de los genes egr-1 y c-fos analizados por PCR semicuantitativo y (D) por RT-PCR cuantitativo. Se 
utilizó el gen rRNA 18S como control interno, mientras que los genes a-actina y ¡3-actina como control 
negativo y positivo respectivamente.
Los resultados obtenidos por esta metodología, junto con los realizados en 
paralelo por RT-PCR cuantitativa y semicuantitativa (figura 36A, 36B, 36C y 36D) 
confirmaron los resultados anteriores. La RNA polimerasa II aparece unida en la re­
gión transcribióle de ambos genes inmediato-tempranos, egr-1 y c-fos, entre los 15 y
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60 min tras la inducción con taurocolato, con un máximo a los 30 min, y decayendo su 
unión a partir de las 3 horas (figura 36A).
2.2.1.1.2. Unión de complejos modificadores de la cromatina
Como ya hemos descrito en la tabla 14 (ver resultados apartado V.l.2.2.2), el 
promotor del gen egr-1 presenta sitios potenciales de unión para los factores de trans­
cripción EGR-1, SRF, ELK-1, SP1 y CREB. Para determinar si los mecanismos de 
regulación del gen egr-1 en los cultivos AR42J tratados con taurocolato, es similar a 
los de páncreas, se estudió la unión de factores transcripcionales a su promotor.
Los resultados mostrados en la figura 37A indican que EGR-1 y SP1 presen­
tan un patrón de unión al promotor de egr-1 similar. Ambos factores se unen al pro­
motor a partir de los 30 min de inducción, con un máximo a 1 h y desaparecen a par­
tir de las 3-6 h, coincidiendo con el nivel de expresión del gen en el tratamiento con 
taurocolato. Por su parte, SRF y ELK-1 se encuentran permanentemente unidos en el 
promotor, mientras que el factor CREB, se encuentra parcialmente unido a Oh, si bien 
a tiempos superiores su unión se intensifica y sigue el mismo comportamiento que 
EGR-1 y SP1. De este modo se puede concluir que en cultivos celulares AR42J, los 
factores EGR-1, SP1 y CREB, parecen tener un papel activador en la expresión del 
gen egr-1 en respuesta al taurocolato.
La presencia simultánea de EGR-1 y SP1 en el promotor es un resultado sor­
prendente, si lo comparamos con los resultados in vivo en tejido pancreático (figura 
24). La unión de SP1 en los promotores de los genes se había asociado en general 
con la activación transcripcional (Cao et al., 1993), mientras que la unión de EGR-1 a 
su propio promotor se había asociado a autorepresión. Sin embargo, (Russell et al., 
2003) han mostrado que la sobreexpresión de egr-1 en dos tipos celulares diferentes 
incrementa la transactivación del gen, sin evidencias de autorepresión, e incluso su­
gieren una posible regulación independiente de los factores EGR-1 y SP1 en el pro­
motor de egr-1. En este sentido, la unión de CREB (figura 37A) en el promotor del
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A. egr-1 B. c-fos
tt  j -—LJ— ¿ ¿ *> <y ^  ^  <v' ^
Tiempo
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C. a-actina
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Figura 37. Unión de factores transcripcionales al promotor de egr-1 (A) y c-fos (B) en cultivos 
celulares AR42J. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA 
fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-EGR-1, a-SPl, a-SRF, a-ELK-1, a- 
CREB y sus no anticuerpo (NA) correspondientes El gen de la a-actina se utiliza como control negativo.
gen indicaría un papel activador de este factor, en línea con los recientes resultados 
de (Bauer et al., 2005) en los que un mutante que expresa constitutivamente CREB 
produce la sobreexpresión de egr-1, o los de (Bernal-Mizrachi et al., 2000) en donde 
la mutación del sitio CRE implica una reducción de la activación de egr-1. Es también 
interesante destacar que en el promotor de egr-1, en células granulosas, se ha en­
contrado CREB unido constitutivamente al sitio CRE, sugiriendo que este factor po­
dría tener un papel regulador adicional a través de su estado de fosforilación 
(Richards, 1994; Carlone y Richards, 1997), lo cual podría justificar la presencia de 
CREB en el promotor en la muestra control no tratada con taurocolato.
Respecto a SRF y ELK-1, su unión constante en el promotor es compatible 
con una regulación de su función activadora mediante fosforilación controlada por la
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proteín quinasa ERK del complejo ternario RTS-ELK-SRF (Marais et al., 1993; 
Kaufmann et al., 2001b).
Estos resultados indican quein vivo la regulación de la expresión de egr-1 no 
es idéntica a la del cultivo de células AR42J, ya que el perfil de unión de EGR-1 es 
diferente en ambos casos y, en el tejido SRF no aparece unido constitutivamente al 
promotor del gen. Un efecto similar se observa en la regulación de la expresión de 
egr-1 en células precursoras hepáticas MLP29 tratadas con el éster de forbol TPA 
(Tur-Arlandis, Tesis Doctoral). Por lo tanto, trabajos futuros deben llevarse a cabo 
para intentar elucidar este complejo mecanismo de regulación del promotor de egr-1 
bajo diferentes vías de activación del gen.
Por otro lado se ha analizado el promotor del gen c-fos (figura 37B) como 
control positivo para el factor de transcripción SRF descrito por Duan y colaboradores, 
y el promotor del gen a-actina (figura 37C) como control negativo (Duan et al., 2002).
2.2.1.1.3. Análisis de la remodelación de la cromatina
Como hemos comentado en la Introducción, la estructura de la cromatina 
parece un elemento estructural represor que no permite la transcripción génica. La 
desestabilización de las uniones DNA-histona, mediante los complejos de remodela­
ción de la cromatina ATP-dependientes, es uno de los mecanismos que contribuyen a 
la relajación de la estructura de la cromatina permitiendo la transcripción. De los dife­
rentes complejos remodeladores descritos, el complejo SWI/SNF es uno de los mejor 
caracterizados, interviniendo en la mayoría de los procesos de remodelación en ma­
míferos (ver revisión en (Martens y Winston, 2003; Klochendler-Yeivin et al., 2002). El 
complejo contiene de 10 a 15 subunidades, conservadas en eucariotas entre las que 
se encuentra la subunidad BRG-1, que contiene la actividad ATPasa del complejo 
SWI/SNF y realiza una función clave en la remodelación de la cromatina mediada por 
este complejo (Iba et al., 2003).
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Con el objetivo de conocer si existe remodelación de la cromatina durante la 
activación transcripcional de egr-1 inducida por taurocolato, hemos analizado en pri­
mer lugar en un ensayo ChIP las muestras de cromatina inmunoprecipitadas con el 
anticuerpo que reconoce la subunidad ATPasa, BRG-1. La figura 38 muestra que este 
complejo se une al promotor de egr-1 con un perfil similar al de los factores de trans­
cripción analizados, SP1, CREB y EGR-1, y paralelo a la expresión del gen en res­
puesta al taurocolato. Estos datos evidencian una posible remodelación de la croma- 
tina en el promotor de egr-1 durante su activación transcripcional y que el complejo 
remodelador SWI/SNF podría estar implicado en facilitar la transcripción del gen en 
este modelo.
Tiempo
Figura 38. Unión del complejo remodelador de la cromatina BRG-1 al promotor de egr-1. Las
muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción de PA fueron procesadas e 
inmunoprecipitadas con el anticuerpo a-BRG-1.
Para profundizar en el proceso de remodelación de la cromatina durante la 
activación de egr-1 hemos llevado a cabo un estudio de la cartografía de los núcleo- 
somas en el promotor del gen y de los cambios que se llevan a cabo en el posiciona- 
miento de los mismos durante dicha activación.
El análisis para conocer el posicionamiento de los nucleosomas se llevó a 
cabo aplicando una variante de la técnica descrita por (Steward y Sano, 2004) (ver 
Materiales y Métodos apartado IV.7). Este método se basa en la purificación de frag-
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mentos de DNA de tamaño mononucleosomal, alrededor de 200 pb, obtenidos me­
diante digestión de núcleos con nucleasa de micrococo y el diseño de oligonucleóti- 
dos que amplifican fragmentos solapantes de unos 150 pb que cubren la región a 
estudio del promotor, analizándose por PCR cuantitativo. De este modo, si el molde 
es amplificado eficientemente ello indicaría que esa región está protegida de la diges­
tión con la nucleasa en el interior de un nucleosoma, mientras que si la amplificación 
es pobre, la región correspondiente se encontraría carente de nucleosomas y por 
tanto accesible a la nucleasa. Para normalizar los datos de amplificación de los frag­
mentos solapantes se utiliza como control DNA sonicado hasta un tamaño de unos 
200 pb que no ha sido digerido con MNasa.
Para el diseño de los oligonucleótidos en las regiones apropiadas se requiere 
un análisis teórico previo del posible posicionamiento nucleosomal en el promotor de 
egr-1. Para ello aplicamos el programa informático “Recon progamu con un nivel de 
confianza del 95%, el cual permitió estimar teóricamente la probabilidad del posicio­
namiento translacional de los nucleosomas en esa región (figura 39).
El análisis de la figura 39 indica que existe un pico de alta probabilidad nu­
cleosomal en la región que comprende desde -350 pb a -150 pb del promotor de 
egr-1. Esto podría sugerir la presencia de un nucleosoma en esta región que contiene 
sitios de unión para los factores de transcripción SP1 y CREB.
Puesto que, como mostrábamos en el apartado anterior, los factores trans- 
cripcionales implicados en la regulación de la expresión del gen egr-1 son SP1, CREB 
y EGR-1, hemos centrado nuestro interés en la región del promotor que contienen los 
sitios de unión para estos factores. Wolffe en 1994 ya apuntaba que la presencia o no 
de nucleosomas puede facilitar o dificultar la unión de los mismos y, por tanto, regular 
su expresión génica (Wolffe, 1994).
En la figura 40 (marcados con un asterisco) se muestra el análisis de posicio­
namiento nucleosomal en el promotor de egr-1 en ausencia de activación génica in­
ducida por taurocolato. Las notables diferencias de probabilidad en las diferentes
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Figura 39. Análisis mediante el programa informático “Recon program” de la probabilidad 
nucleosomal en el promotor de egr-1.
regiones del promotor indican que existe un marcado posicionamiento nucleosomal 
en dos regiones en las que la probabilidad nucleosomal es muy alta: una región distal, 
que coincide con el sitio de unión para EGR1/SP1 (nuc2, nucleosoma 2), y una región 
proximal, que abarca los sitios de unión para SP1 y CREB {nucí, nucleosoma 1). Por 
el contrario, la región que contiene los sitios de unión para SRF presenta una probabi­
lidad baja de existencia de nucleosomas en la región. Hasta la fecha este es el pri­
mer trabajo, junto con el que se esta llevando a cabo en nuestro laboratorio en la 
activación de egr-1 en células MLP29 con TPA (Tur-Arlandis, Tesis Doctoral), en 
donde se ha analizado el posicionamiento nucleosomal del promotor de egr-1. Sin 
embargo existen trabajos realizados en el promotor del gen c-fos, otro gen inmediato- 
temprano, que como el promotor de egr-1 contiene sitios de unión SRE (Treisman, 
1992) y CRE (Foulkes et al., 1991). En el posicionamiento nucleosomal in vitro en el
SRF SRF SRF SP1 CRE SRF5RF CREGCI f II
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Figura 40. Estudio del posicionamiento nucleosomal y la remodelación de la cromatina en el pro­
motor del gen egr-1 en cultivos celulares AR42J. Cromatina de tamaño mononucleosomal es analizada 
por PCR cuantitativo utilizando oligonucleótidos diseñados para amplificar fragmentos solapantes que 
cubren la región proximal del promotor de egr-1. (A) Gráfica que muestra la probabilidad nucleosomal de 
las muestras a diferentes tiempos (0, 0.5, 1 y 6 horas de izquierda a derecha) tras tratamiento con tauroco­
lato al 0.3%. En el eje de abcisas se indican las parejas de oligonucleótidos que amplifican las diferentes 
secciones solapantes del promotor del gen. Los datos de probabilidad nucleosomal han sido divididos por 
los valores de muestras de cromatina control que ha sido procesada pero no digerida con MNasa. Las 
valores a tiempo 0 horas han sido destacados con un asterisco y el grado de intensidad de gris del interior 
de cada barra se correlaciona con el grado de activación transcripcional de egr-1 a ese tiempo. En la 
esquina superior derecha se indica con una escala de grises el grado de expresión del gen egr-1 en res­
puesta a taurocolato. (B) Gráfico que muestra la posición de los sitios de unión para los diferentes facto­
res transcripcionales en el promotor de egr-1. En este gráfico se ha indicado esquemáticamente la posible 
posición de los nucleosomas a tiempo O y ó  horas (línea continua) y a tiempos de 0,5 y 1 horas (línea 
discontinua). (C) Mapa esquemático que sitúa la posición de la secciones solapantes amplificadas por las 
diferentes parejas de oligonucleótidos.
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promotor de c-fos en eritrocitos de pollo mostrado en el trabajo de (Schild-Poulter et 
al., 1996) se describe la presencia de un nucleosoma posicionado en la región proxi- 
mal del promotor, evitando la funcionalidad del sitio CRE, mientras que la región hacia 
-300 pb de inicio de transcripción, donde se encuentra el sitio SRE está libre de nu­
cleosomas. Un resultado similar fue posteriormente obtenido por (Komura y Ono, 
2003) en un trabajo en el que se muestra también la ausencia de nucleosomas en la 
región rica en sitios SRE en el promotor de c-fos.
Los resultados de la figura 40 sugieren que en condiciones básales el posi­
cionamiento de nucleosomas dirigido por la secuencia de DNA (figura 39) permite la 
unión constitutiva de los factores SRF y ELK-1 en sus sitios de respuesta. Por otro 
lado, la presencia de nucleosomas en los sitios de unión de EGR1/SP1 (nuc2) y de 
SP1 y CREB {nucí) estarían enmascarando los sitios de unión en el promotor de egr- 
1 y por tanto, como ocurre en el promotor de c-fos (Schild-Poulter et al., 1996), impi­
den la activación génica en ausencia del inductor taurocolato.
Para establecer si existe remodelación nucleosomal en esta región durante la 
activación transcripcional en respuesta a taurocolato, se analizó el posicionamiento 
de los nucleosomas en las células de AR42J tratadas con el inductor durante 0, 0.5, 
1 y 6 horas. La figura 40 indica que, en la muestra de 0 h se observa a los dos nu­
cleosomas nucí y nuc2 posicionados, mientras que a 0.5 y 1 h coincidiendo con la 
activación transcripcional (representada en la figura 40 con distintas intensidades de 
grises) se produce un cambio significativo en la probabilidad de presencia nucleoso­
mal en esa región del promotor de egr-1. A continuación, a las 6 h de tratamiento, al 
reprimirse el gen el perfil de probabilidad nucleosomal se asemeja a la muestra de 0 
horas. Un análisis con mayor profundidad de los resultados de la fig 45 indica que, 
aunque la resolución del análisis por el grupo de fragmentos amplificados es de unos 
50 pb, un desplazamiento del nucleosoma 1 en esa magnitud aumentaría y disminui­
ría respectivamente la presencia nucleosomal en los sitios de unión para SP1 y 
CREB. En el caso del nucleosoma 2, en el sitio de unión de EGR1, existiría a su vez 
una mayor probabilidad de presencia nucleosomal. La idea de que la remodelación de 
la estructura puede asociarse a la activación transcripcional al producir un mayor ac-
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ceso de los factores transcripcionales al DNA del promotor ha sido descrita en diver­
sos trabajos (ver p.e. revisiones (Becker y Horz, 2002) y (Smale y Fisher, 2002)). Sin 
embargo se ha descrito también que SP1 puede unirse, aunque con menor afinidad, a 
su sitio de unión a pesar de la presencia de un nucleosoma (Li et al., 1994). Respecto 
a EGR-1, hasta la fecha no existen datos experimentales acerca de su afinidad por su 
sitio de unión cuanto está enmascarado por un nucleosoma. Sin embargo, el hecho 
de que EGR-1 y SP1 compartan sitios de unión podría sugerir que por analogía, 
EGR-1 también pudiese unirse a su sitio de unión en presencia de un nucleosoma.
2.2.1.1.4. Activación de las rutas de transducción de señal
Una vez conocida la unión de factores de transcripción y la remodelación 
nucleosomal en el promotor del gen egr-1, como resultado de su activación por tauro­
colato, nos planteamos determinar cuáles serían las rutas de quinasas que conducirí­
an la señal de activación del inductor hasta la estructura de la cromatina en el promo­
tor del gen.
Los estudios se realizaron utilizando inhibidores de las principales rutas de 
transducción de señal: ERK, p38, JNK, PKA, PI3 quinasa; así como inhibidores espe­
cíficos de los factores de transcripción implicados en la PA: NF-kB y STAT-3. Los 
cultivos AR42J fueron tratados durante 30 min con el inhibidor, añadiéndose a conti­
nuación taurocolato e incubándose las células otros 30 min, tiempo en el que la in­
ducción del gen egr-1 es máxima.
Los resultados se presentan en la figura 41 A, que muestra el análisis por RT- 
PCR cuantitativo del nivel de expresión del gen egr-1 en función del tipo de inhibidor. 
Las rutas de MAP quinasas que conducen la señal inductora del taurocolato hasta el 
promotor del gen y que afectan a la expresión del gen son: la ruta de proteín quinasas 
activada por mitógenos (MEK 1/2) (inhibidor PD98059) y la (JNK) (péptido inhibidor i- 
JNK). El resto de rutas de quinasas estudiadas: ruta de P38 (SB203580), ruta de la 
proteína quinasa A (PKA) (inhibidor H-89), la ruta de la quinasa 1 de estrés por mitó­
genos (MSK1) (también el inhibidor H-89), la ruta del la fosfatidilinositol-3-quinasa (Pl-
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3K) inhibidor wortmanina) o la ruta (ERK1/2) (péptido inhibidor Í-ERK1/2), no actúan 
como rutas de transducción de la señal entre el taurocolato y el gen egr-1. Finalmen­
te, los factores de transcripción NFkB y STAT3 no están implicados en la regulación 
del gen ya que el uso de inhibidores específicos de las rutas de activación de los 
mismos (peptido inhibidor í-NFkB e Í-STAT3, respectivamente) no alteran la inducción 
del gen por taurocolato.
A. Inhibidores B.Inhibidores con cicloheximida
■  - cicloheximida 
iC D  ♦ cicloheximida
Figura 41. Efecto de inhibidores de las proteína quinasas sobre la activación de egr-1 inducida por 
taurocolato en cultivos celulares AR42J. (A) Las células acinares fueron tratadas o no durante 30 min 
con inhibidor de MEK1/2 (PD98059), inhibidor de p38 (SB203580), inhibidor de JNK1/2, inhibidor de 
PI-3P quinasa (wortmanina), inhibidor de PKA (H89), inhibidor de ERK1/2, inhibidor de NFkB e inhibi­
dor de STAT3. A continuación se administra taurocolato (TAU) al cultivo durante 30 min más. Las mues­
tras se procesan y se analizan por PCR cuantitativo utilizando los oligonucleótidos que amplifican la 
región codificante del gen egr-1. Los valores fueron normalizados respecto al gen rRNA 18S y referidos a 
la muestra TAU y a la que se le asigna el valor arbitrario de 100%. Los valores en color azul representan 
el grado de inducción real respecto al control DMSO. (B) Las células acinares fueron tratadas o no duran­
te 30 min con cicloheximida y se procede del mismo modo que en el apartado A. En este experimento 
sólo se incluyen los inhibidores que afectan a la expresión de egr-1 (mostrados en el apartado A). Las 
muestras no tratadas se presentan con color gris oscuro mientras que las muestras tratadas con 
cicloheximida se presentan de color gris claro.
Por tanto, los resultados presentados indican que la activación de egr-1 en 
células AR42J por taurocolato es mediada por las rutas de MEK1/2 y parcialmente 
por JNK. Por otra parte, la activación de egr-1 a través de estas rutas no se realiza 
indirectamente por la síntesis de novo de un factor proteico mediado por estas rutas 
ya que, un tratamiento previo de las células con cicloheximida no muestra diferencias
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significativas en la acción del inhibidor en presencia o no de cicloheximida (figura 
41B).
La información aportada es consistente con los resultados de (Jones y Agani, 
2003) y (Schwachtgen et al., 1998) en células HeLa y células endoteliales de la aorta 
estimuladas por estrés bárico que confirman la implicación de MEK1/2. y la indepen­
dencia de p38 y de PI-3K, en la activación de egr-1. Sin embargo, otros trabajos indi­
can que las rutas principales de activación de egr-1 en células granulosas humanas 
activadas por hormonas son, además de la de MEK1/2 (que activa a su vez ERK1/2), 
la ruta de PKA (Dewi et al., 2002). Un resultado inesperado que observamos es el 
diferente efecto del inhibidor de MEK1/2 y el de ERK1/2 en la activación de egr-1 
(figura 41) ya que, hasta la fecha, se había descrito que ERK1/2 es activado por fos­
forilación de MEK1/2, y a su vez ERK1/2 fosforila al factor ELK-1, activándose egr-1 
(Marais et al., 1993; Bauer et al., 2005). Cabrían dos posibilidades para poder explicar 
estos resultados, por un lado que el inhibidor comercial no funcionase correctamente 
en nuestro modelo in vitro de activación de egr-1 por taurocolato, o por otro, que exis­
ta una ruta alternativa de MEK1/2 no descrita hasta la fecha, que sortea la ruta de 
ERK1/2, para activar el gen egr-1.
2.2.1.1.5. Regulación de ear-1 por localización subcelular
Mora et al. (2004) han descrito recientemente que, al comparar células benig­
nas y cancerosas de próstata, parece existir una regulación de la localización subce­
lular de EGR-1 que, como factor transcripcional, debe actuar sobre los promotores de 
sus genes diana en el núcleo celular.
Para conocer si este tipo de regulación podría estar actuando también en el 
modelo de activación inducida en células AR42J en respuesta a taurocolato sódico, 
se analizó la localización subcelular de EGR-1 a diferentes tiempos de incubación con 
el inductor mediante Western blote inmunocitoquímica.
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A . WESTERN BLOT 
Extracto nuclear
TIEMPO (horas)
B. WESTERN BLOT 
Extracto total
TIEMPO (horas)
0.50.5
EGR-1 (75 KDa) 
TUBULIN (55 KDa)
EGR-1 (75 KDa) 
TUBUUN (55 KDa¡
C . COOMASSIE
BSA (mg)
Extracto nuclear 
TIEMPO (h)
Extracto total
TIEMPO (h)
100 50 10 0 1 3 6 9 (KDa) 0 1 3  6 9
F ig u ra  42. Estudio temporal de la localización subcelular mediante Western blot en cultivos celula­
res AR42J. (A) Extractos de proteínas nucleares de células AR42J a diferentes tiempos de tratamiento 
con taurocolato al 0.3% fueron separados electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10% y reve­
ladas con un anticuerpo que reconoce EGR-1 (dilución 1:300). Como control interno se utiliza un anti­
cuerpo que reconoce la proteína tubulina. (B) Extractos de proteínas totales de células AR42J fueron 
procesados de modo similar al apartado (A). (C) Tinción con azul de Coomassie de las muestras de pro­
teínas totales y nucleares utilizadas en los apartados (A) y (B).
En la primera de estas técnicas, extractos totales y nucleares de proteína fue­
ron obtenidos de células AR42J tratados con taurocolato durante 0, 0.5, 1, 3 y 6h y se 
analizó, utilizando el anticuerpo frente a EGR-1, la proporción del factor en núcleo y 
citoplasma (figura 42A y 42B). En el análisis por Western Blot de la proteína en ex­
tracto nuclear (panel A) se observa que en células no tratadas no aparece una canti­
dad apreciable de EGR-1, mientras que sí se se encuentra en el extracto total en la 
muestra no tratada (panel B). A tiempos superiores, en concordancia con los resulta­
dos de activación transcripcional de egr-1 obtenidos por RT-PCR y RNApol-ChlP, a 
partir de 0.5-3 h se detecta un aumento de la cantidad de proteína tanto en el extracto
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nuclear (panel A) como en extracto total (panel B). El nivel de la proteína disminuye a 
las 6-9 h tras la inducción, en paralelo con la disminución de la expresión del gen. En 
la figura 42C se muestra la tinción del gel con azul de Coomassie para confirmar la 
presencia de cantidades similares de proteínas en todas las muestras (figura 42C). 
Estos resultados sugieren que la proteína EGR-1 se encuentra en el citoplasma a 
tiempo 0 h en ausencia de taurocolato y que, en respuesta al inductor, además de 
activarse el gen se produce la translocación al núcleo para ejercer su función como 
factor de transcripción de genes diana.
a-EGR1 DAPI FUSIÓN
Oh 
1h 
3h
6h
Figura 43. Estudio temporal de la localización subcelular mediante inmunolocalización con mi­
croscopía confocal en cultivos celulares AR42J. Cultivos tratados o no con taurocolato fueron procesa­
dos e incubados con anticuerpos que reconocen EGR-1 (a-EGR-1 asociado al fluoróforo FITC) y con 
DAPI. Se señalan en la columna de fusión núcleos representativos de la colocalización de la tinción con 
el anticuerpo EGR-1 y la tinción DAPI.
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Para confirmar los resultados obtenidos por Western blot se realizó un estudio 
de localización subcelular de EGR-1 en respuesta a taurocolato mediante inmunoci- 
toquímica, utilizando el anticuerpo a-EGR1-FITC y microscopía confocal (figura 43). 
Los datos de inmunocitoquímica muestran que en la muestra no tratada (0 horas) la 
proteína EGR-1 se encuentra fundamentalmente en el citoplasma mientras que entre 
1 y 3 horas de inducción aparece una intensa marca fluorescente localizada en el 
núcleo de la célula, marca que se reduce posteriormente a las 6h de tratamiento con 
taurocolato.
Así pues, tanto el análisis por Western Blot como por inmunocitoquímica con­
firman que la funcionalidad del factor EGR-1 está regulada por un mecanismo de 
translocación al núcleo como respuesta a la activación de las células acinares AR42J 
por taurocolato.
2.2.1.1.6. Modelo de activación transcripcional de egr-1
El análisis global de los resultados obtenidos de las modificaciones de histo- 
nas, la unión de complejos modificadores y remodeladores de la cromatina, las rutas 
de señalización, de posicionamiento nucleosomal y localización subcelular han permi­
tido esbozar un modelo de activación del gen egr-1 inducida por taurocolato en célu­
las acinares pancreáticas AR42J (figura 44).
La activación del gen, hacia los 30 min de la inducción, supone la unión de los 
factores de transcripción reguladores EGR-1, SP1, CREB y el complejo de remodela­
ción SWI/SNF (que contiene el factor remodelador BRG-1). Por otro lado, se encuen­
tran unidos al promotor de egr-1 de forma constitutiva los factores SRF y ELK-1. La 
señal de activación del taurocolato es conducida hasta el promotor del gen a través 
de las rutas de quinasas MEK 1/2 y JNK. Esta activación implica además la remode­
lación de la cromatina, alterándo el posicionamiento de los nucleosomas nucí y nuc2 
unos 50pb en la secuencia del promotor.
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En base a estos datos podemos sugerir dos posibles mecanismos de regula­
ción. El primer mecanismo hipotético implica que la señal de activación desencade­
nada por el taurocolato podría activar a los factores SRF, ELK-1 y/o CREB, unidos al 
promotor en condiciones básales, mediante fosforilación a través de la ruta MEK1/2- 
ERK y/o JNK. Este mecanismo general de activación de CREB, SRF y ELK-1 ha sido 
descrito en diferentes trabajos (ver revisión en (McCubrey et al., 2000)). El factor 
CREB fosforilado reclutaría el complejo remodelador SWI/SNF, si bien esta supuesta 
actividad reclutadora de CREB sobre Brg-1 (SWI/SNF) no ha sido descrita hasta la 
fecha. A pesar de ello, Murphy y colaboradores (1999) si han mostrado que para la 
activación del gen c-fos mediada por BRG-1 es necesaria que la región del promotor
Tiempo
(h) PROMOTOR
NUC2
Oh
« F j  l  SRF*  SRF *  íj* SRF SRFU J U J U4
SRF SRF L9H
TAUROCOLATO (estímulo)
MEK1/2 JNK1/2
P096058 INH JNK
H ,
0,5-3 h
¿  SRF A  A  SRF 'S R F S P 1 *  I
SRF N§R F  SP1
mRNA
6 h
NUC2  f t  fcRF S I  SRF SRF NUCI
\SP1 SRF t [S R F  SRF • I S I
Figura 44. Modelo del reclutamiento de factores transcripcionales y complejos modificadores de la 
cromatina durante la activación de egr-1 por taurocolato en cultivos celulares AR42J. Se indican 
asimismo las rutas de quinasas que conducen la señal de activación al promotor del gen y el inhibidor 
utilizado en este estudio.
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contenga un sitio de unión CRE/ATF (Murphy et al., 1999). Así pues, el reclutamiento 
de SWI/SNF actuaría como remodelador de la cromatina, principalmente en nucí, 
aumentando el acceso a los factores de transcripción SP1, CREB y EGR-1 que, en 
este caso, tendría un papel transactivador. Ma y colaboradores (2004) han mostrado 
que para la activación del gen de la metaloproteinasa de matriz 2 (mm2), la unión de 
BRG-1 al promotor es necesaria para el reclutamiento de los factores SP1, AP-2 y la 
RNA polimerasa II (Ma ef al., 2004).
Un mecanismo alternativo sería que la señal de activación del taurocolato in­
duciría la unión de SP1 mediante fosforilación a través de MAP quinasas. Se ha des­
crito que la quinasas p42/p44 y ERK2 son capaces de fosforilar SP1 in vivo activando 
su unión a DNA (Milanini-Mongiat et al., 2002; Merchant et al., 1999). Este mecanis­
mo tendría el inconveniente apuntado por (Goriely et al., 2003) en el gen il-2 humano 
y por (Tsai et al., 2000) en el gen tnf-a en células J774 en los que la presencia de un 
nucleosoma posicionado, como ocurre en nuestro caso, limitaría la accesibilidad del 
sitio de unión de SP1. A pesar de ello, (Li et al., 1994) había demostrado previamen­
te que SP1 sí era capaz de unirse, aunque con menor afinidad, a su sitio de unión en 
experimentos de reconstitución de nucleosomas con fragmentos que contienen las 
cajas GC específicas del mismo. Así pues, el factor SP1 activado se uniría a su sitio 
de unión en el promotor de egr-1, en presencia del nucleosoma posicionado nucí, 
reclutando al complejo SWI/SNF e iniciando la remodelación de la cromatina.
Esta hipótesis está de acuerdo con algunos trabajos que indican que SP1, y 
no AP1, es capaz de alterar la posición de los nucleosomas in vitro a través de la 
activación del complejo remodelador SWI/SNF (Widlak et al., 1997) potenciando, co­
mo sugiere (Milavetz, 2002) que el complejo SWI/SNF se localice en la región del sitio 
de unión de SP1. Así pues, la unión de SWI/SNF, mediada por SP1, y la remodela­
ción de la cromatina favorecería la unión de CREB y EGR-1, actuando esto como 
reclutadores de complejos HATs, que modificarían el nivel de acetilación en las histo- 
nas, lo cual a su vez favorecería la unión del complejo de la RNA pol II y activando en 
última instancia la transcripción del gen egr-1 inducida por taurocolato.
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Quedan bastantes incertidumbres en este modelo propuesto. Si comparamos 
les resultados de la activación de egr-1 in vivo en páncreas durante la PA e in vitro en 
e cultivo AR42J, aunque en ambos el gen presenta una expresión inmediato- 
temprana similar, los mecanismos de regulación del gen son ligeramente diferentes 
e i los dos modelos. Es destacable p.e. el opuesto perfil de unión del factor EGR-1 en 
s j  propio promotor ya que, en páncreas in vivo, este factor parece desempeñar un 
papel auto-represor, mientras que en cultivo in vitro parece actuar como transactiva­
dor. Otro aspecto llamativo es la ausencia del factor SRF en el promotor de egr-1 en 
el páncreas mientras que en las células en cultivo aparece unido constitutivamente al 
promotor. Parece importante la necesidad de realizar futuros estudios para compren­
der la enorme complejidad de la regulación del promotor del gen egr-1 durante su 
activación transcripcional en el desarrollo de la PA.
2 2.2. Expresión génica en respuesta a citoauinas proinflamatorias
Como hemos mostrado en el capítulo V.2.2.1 la respuesta génica asociada al 
tratamiento del cultivo de células AR42J con taurocolato se ha limitado a unos pocos 
genes, con especial relevancia en egr-1 y c-fos, respecto a la obtenida in vivo durante 
la PA. El modelo in vitro carece de importantes señales inflamatorias que caracterizan 
la respuesta del páncreas ya que in vivo las células acinares dañadas, junto células 
endoteliales, macrófagos y linfocitos infiltrados, liberan mediadores proinflamatorios 
que activan cascadas de inflamación en células pancreáticas vecinas y en tejidos 
periféricos (Bhatia et al., 2005). Entre estos mediadores proinflamatorios caben des­
tacar, por su importancia en la respuesta proinflamatoria, las citoquinas TNFa, IL-1 (3 e
IL-6 (Makhija y Kingsnorth, 2002) (ver introducción apartado I.2.2).
Para ahondar en el conocimiento de los mecanismos que regulan la expre­
sión de los genes implicados en el inicio y desarrollo de la PA, hemos estudiado en el 
cultivo AR42J cuál es la respuesta génica, y la regulación de los genes, dianas poten­
ciales para estas citoquinas proinflamatorias.
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Tabla 17. Estudio dosis-dependiente de la expresión génica en cultivos celulares AR42J tratados 
con diferentes citoquinas. Cultivos celulares de AR42J fueron tratados durante 1 hora con diferentes 
concentraciones (0, 10, 25, 50 y 100 ng/mL) con las citoquinas TNFa (A), IL - ip  (B) e IL-6 (C) o una 
combinación de las tres citoquinas (a 10 ng/mL de concentración cada una de ellas). D). Los niveles de 
expresión son analizados por PCR cuantitativo utilizando oligonucleótidos específicos de la región codi­
ficante de cada gen. Como gen de referencia se utiliza el rRNA 18S.
A.
GENES CONCENTRACION (ng/mL)
0 10 25 50 100
ATF-3 1.0 1.0 1.1 1.0 0.8
COX2 1.0 2.3 1.7 1.7 1.9
EGR-1 1.0 1.5 1.3 1.0 1.1
FOS 1.0 1.1 0.9 1.2 0.7
ICAM-1 1.0 4.1 4.5 4.5 5.0
IL-1p 1.0 0.9 1.1 1.2 0.8
IL-6 No medible
MYD118 1.0 1.1 1.1 1.1 1.2
NOS-2 1.0 2.9 3.4 3.4 3.6
PAP 1 1.0 0.9 1.1 0.9 0.7
TNFa 1.0 8.6 9.0 11.0 12.1
B.
AR42J + IL-10
GENES CONCENTRACION (ng/mL)
0 25 50
ATF-3 0.8 1.1 0.4 0.9 0.7
COX2 1.0 1.1 1.3 0.7 1.2
EGR-1 0.9 1.2 1.0 1.0 1.3
FOS 1.0 1.2 0.8 0.9 1.1
ICAM-1 1.0 1.0 0.9 0.8 1.1
IL-13 1.0 1.1 0.9 1.1 0.8
IL-6 No medible
MYD118 0.9 0.9 0.5 0.8 0.7
NOS-2 1.1 1.1 1.7 1.0 1.5
PAP 1 1.1 0.9 0.5 0.9 1.2
TNFa 1.2 0.9 0.8 0.7 0.9
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C.
AR42J + IL-6
GENES CONCENTRACIÓN (ng/mL)
ATF-3 1.1 0.8 0.9 1.0 0.9
COX2 1.2 1.4 1.6 1.2 1.3
EGR-1 1.1 0.7 0.8 1.0 0.8
FOS 1.0 1.1 0.9 1.2 1.0
ICAM-1 1.1 0.8 0.9 1.0 0.9
IL-10 1.0 1.2 0.9 1.2 0.9
IL-6 No medible
MYD118 0.9 0.9 0.6 1.1 0.7
NOS-2 0.8 0.9 1.2 0.9 0.9
PAP 1 1.0 0.9 0.6 1.0 0.9
TNFa 1.3 1.0 1.7 1.3 1.3
D.
AR42J + 3 CITOQUINAS
GENES
CONCENTRACION 
(10 ng/mL)
ATF-3 1.0 0.9
COX2 1.0 1.0
EGR-1 1.0 1.1
FOS 1.0 0.9
ICAM-1 1.0 5.2
IL-13 1.0 1.1
IL-6 No medible No medible
MYD118 1.0 1.2
NOS-2 1.0 3.2
PAP 1 1.0 1.1
TNFa 1.0 9.1
Un primer grupo de experimentos fueron encaminados a conocer qué genes, 
de entre los descritos en el apartado de resultados V.1.1.1 con el modelo in vivo, eran 
activados por esas citoquinas en el cultivo celular. Para ello se determinó la dosis 
apropiada de las citoquinas que desencadena la respuesta génica (tabla 17 panel A) 
y, por si pudiera existir alguna interacción o sinergismo entre ellas, con el conjunto de 
las tres (tabla 17 panel B).
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Los resultados muestran que entre los genes analizados, tan solo TNFa pro­
duce una respuesta significativa (a partir de 10 ng/ml) mientras que las citoquinas IL- 
1(3 e IL-6 no alteran significativamente la expresión de ninguno de estos genes ni 
incluso a concentraciones tan elevadas como 100 ng/ml (Tabla 17). Una posible ex­
plicación a la falta de actuación de las citoquinas IL-1(3 e IL-6 podría ser que en los 
tiempos ensayados, hasta 3h (resultados no mostrados), la respuesta del cultivo celu­
lar no se manifieste y se necesiten tiempos mayores de incubación con las mismas. 
No parece existir por otro lado ningún tipo de interacción entre las citoquinas que 
altere la expresión de otros genes diferentes a los de las citoquinas individuales. En 
este sentido, en la figura 45 se muestra un estudio temporal de la expresión génica en 
respuesta a las diferentes citoquinas (A., B. y C.) a una concentración de 10 ng/mL 
en células AR42J, mientras que en el panel (D.) se confirman los datos de RT-PCR 
cuantitativo con el TNFa (panel A.) por RT-PCR semicuantitativo, limitándose a los 
genes icam-1, nos-2 y el propio tnf-a.
Figura 45. Estudio cinético de la expresión génica en cultivos celulares AR42J tratados con dife­
rentes citoquinas. Cultivos celulares AR42J fueron tratados a diferentes tiempos (0, 0.15, 0.3, 0.5,1, 1.5, 
2, 3, 6, 9 y 18 h) a 50 ng/mL de las citoquinas TNFa (A), IL - ip  (B) e IL-6 (C). Los niveles de expresión 
son analizados por PCR cuantitativo utilizando oligonucleótidos específicos de la región codificante de 
cada gen. Como gen de referencia se utiliza el rRNA 18S. (D) Análisis temporal de expresión génica por 
RT-PCR semicuantitativo de icam-1, nos-2 y tnfa. El gen rRNA 18S se ha utilizado como control interno.
A.
AR42J + TNFa (50 ng/mL)
GENES 0.3 0.5 6 9 18
ATF-3 1.1 0.6 0.5 0.7 0.9 0.8 1.1 1.2 1.2 0.8 1.3
EGR-1 1.0 1.1 1.1 2.0 1.5 1.2 1.3 1.4 1.2 1.3 1.4
ICAM-1 1.0 1.0 2.1 2.7 8.3 12.3 20.6 30.0 25.1 15.5 10.9
NOS-2 1.0 1.0 1.2 1.0 2.2 3.4 3.5 4.7 3.5 3.7 3.6
TNFa 1.0 1.0 2.7 3.1 7.4 9.9 13.9 14.3 8.2 7.9 7.3
B.
AR42J + IL-1B (50 ng/mL)
GENES TIEMPO (H)
0.5 3 6 9
ATF-3 1.0 0.9 0.8 0.6 0.9 1.2 1.4 1.4 3.2 5.3 9.4
EGR-1 1.0 1.1 1.0 1.3 1.3 0.9 1.0 0.9 2.1 1.3 2.2
ICAM-1 1.0 1.1 0.8 0.9 0.8 1.2 1.1 1.5 2.9 3.7 8.3
NOS-2 1.0 1.1 1.2 0.9 0.7 0.9 1.1 0.6 0.9 0.7 0.7
TNFa 1.0 1.0 1.3 0.9 1.5 1.3 1.4 0.9 1.8 1.4 6.1
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C.
AR42J + IL-6 (50 ng/mL)
GENES 0.3 1.5
ATF-3 1.0 1.2 1.4 0.9 0.5 0.8 0.9 0.5 0.5 1.5 1.0
EGR-1 1.0 1.5 1.3 1.5 1.1 0.9 1.0 1.2 1.5 1.4 1.5
ICAM-1 1.0 0.7 1.2 0.9 1.3 0.7 1.1 0.6 0.9 1.7 1.4
NOS-2 1.0 1.3 1.3 0.9 0.8 0.8 0.9 0.6 0.6 0.7 0.5
TNFa 1.0 1.0 0.8 0.9 1.2 1.4 0.8 0.7 1.2 0.7 1.0
D.
4 rRNA 18S 
4 tnfu
4 rRNA 18S 
4 nos-2
4 rRNA 18S 
4 ¡cam-1
Los resultados de la incubación de las células AR42J con las citoquinas entre 
0 y 18h confirman los obtenidos anteriormente en donde los genes ¡cam-1, nos-2 y 
tnf-a son activados por TNFa y, aparte de una inducción tardía (>9h) de los genes 
atf-3 y tnf-a en respuesta a IL-1p, las otras dos citoquinas no afectan en los tiempos 
analizados la expresión de los genes de estudio.
Puesto que nuestro interés inicial ha sido conocer los mecanismos que regu­
lan la expresión de genes que son activados como respuesta temprana a la inducción 
de la PA, los estudios posteriores se centraron en la inducción de estos genes, 
icam-1, nos-2 y tn f-a , por la citoquina TNFa en las células AR42J.
Como ya comentábamos al principio de este apartado V.2.2, en la pancreatitis 
humana y en modelos experimentales se ha descrito que el proceso patológico se 
desencadena por aparición fundamentalmente de necrosis, así como de apoptosis, en 
las células acinares de la glándula (He et al., 2000; Bhatia et al., 2005). El tratamiento 
de las células AR42J con taurocolato conllevaba la muerte celular fundamentalmente 
por necrosis siendo despreciable el componente apoptótico (ver figura 35). Quisimos
TIEMPO (h)
0 0.15 0.3 0.5
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saber si el componente apoptótico, característico del desarrollo de la PA, podría de­
berse a la acción de la citoquina TNFa y si el modelo in vitro de las AR42J reproducía 
esa inducción.
Para llevar a cabo este estudio, los cultivos celulares tratados con TNFa a 50 
ng/mL fueron teñidos fluorescentemente con fluorocromos específicos de necrosis 
(anexina) o de apoptosis (yoduro de propidio). Los resultados de microscopía confo- 
cal indicaron que no existe muerte celular asociada al tratamiento con el TNFa al 
menos hasta las 3 h de incubación con la citoquina (figura 46).
YODURO DE 
DAPI ANEXINA PROPIDIO
CONTROL
TNFa
Figura 46. Estudio de la muerte celular inducida en cultivos AR42J mediante inmunofluorescencia 
con microscopía confocal. (A) Los cultivos celulares fueron tratados con: DMSO (control), taurocolato 
al 0.3%, 30 min (TAU) o TNFa a 50 ng/mL, 3 h (TNFa). Estas muestras procesadas se incuban con 
DAPI, yoduro de propidio (identifica células necróticas) y anexina (identifica células apoptóticas).
El hecho de que no exista ningún proceso de muerte celular asociado al tra­
tamiento con TNFa en este modelo sugiere ciertas ideas. En primer lugar, existen 
diferentes trabajos que muestran que el tratamiento in vitro de cultivos celulares 
AR42J y de células acinares aisladas con TNFa causan apoptosis (Malka et al., 2000;
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Gukovskaya et al., 1997). Sin embargo en estos trabajos el tiempo de tratamiento con 
TNFa es superior al utilizado en nuestro modelo y el efecto apoptótico se desarrolla 
posteriormente. Por tanto, la actividad de los genes icam-1, nos-2 y tnfa no estaría 
implicada a tiempos tempranos en el desarrollo de la muerte celular por apoptosis 
descrito en la PA inducida por taurocolato. Por otra parte, TNFa es una citoquina que 
presenta un papel principal en la regulación de la elección entre rutas de señalización 
proapoptóticas y antiapoptóticas. Entre los efectos antiapoptóticos destaca su función 
en la regulación de la inflamación mediante la activación de las rutas de NF-kB y las 
MAP quinasas (Baud y Karin, 2001; Karin y Lin, 2002). El factor NF-kB, además de 
estar implicado en procesos inflamatorios, induce resistencia a apoptosis mediante la 
activación de genes que inhiben la apoptosis en diferentes modelos, incluyendo los 
de PA experimental (Gukovsky et al., 2003). Asimismo, Las rutas de quinasas, PI-3K, 
MAP kinasas, y proteínas reguladas por ellas como PAP1 y la proteína de shock tér­
mico 70 (HSP70) se han relacionado con la inhibición de la muerte celular por apop­
tosis o necrosis (Datta et al., 1999; Parcellier et al., 2003; Malka et al., 2000). En defi­
nitiva estos datos podrían justificar que la acción de TNFa a tiempos cortos (hasta 3 
horas) no produzca muerte celular por necrosis o apoptosis, o que nos encontremos 
en las etapas preliminares de ellas, en donde las señales específicas de apoptosis, 
tinción con anexina, activación de caspasas o digestión del DNA, no se hayan des­
arrollado todavía.
2.2.2.1. Estudio epigenético de los promotores: modificaciones de histonas
Una vez conocidos los genes diana de TNFa, como son icam-1, nos-2 y el 
propio tnfa, nuestro interés se centró a continuación en conocer los mecanismos que 
regulan su expresión. Así pues, analizamos las modificación de histonas y unión de 
factores transcripcionales y remodeladores de la cromatina en los promotores de esos 
genes activados como respuesta temprana a la citoquina TNFa en las células AR42J.
Como ya mencionamos en el apartado V. 1.2.1, las modificaciones postraduc- 
cionales de las histonas son uno de los mecanismos principales de la regulación de la
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expresión génica y el trabajar en este modelo in vitro ha permitido realizar un estudio 
más extenso y controlado que en tejido, el cual, como ya comentamos, presentaba 
ciertas limitaciones.
El análisis de las modificaciones de histonas en este apartado se ha limitado 
a aquellas cuyos anticuerpos que dieron resultados positivos in vivo (ver figura 23). 
Por tanto nos centraremos en la acetilación y la metilación de histonas usando la téc­
nica ChIP con los siguientes anticuerpos a-H3 K4 Me2i a-H3 K4 Me3, a-H3 K9 Ac, 
a-H3 K14 Ac, a-H3 R17 Me2, oc-H3 K18 Ac, a-H3 K27 Ac, a-H4 K5 Ac, <x-H4 K8 Ac y 
a-H4 K16 Ac.
Los resultados de la cinética de las metilaciones de las histonas en los pro­
motores de los genes nos-2 y tnfa tras tratamiento con TNFa (figura 47) nos muestra 
que la H3 K4 Me2 y la H3 K4 Me3 en el promotor de icam-1 están presentes y parecen 
alterar su intensidad con la activación transcripcional del gen (ver figura 45). En el 
promotor de nos-2 (figura 47), como ocurría in vivo (ver figura 23), la dimetilación no 
está presente, aunque sí la trimetilación, siguiendo el patrón de activación del gen 
(figura 45). Por último, en el promotor de TNFa (figura 47) la di- y la tri-metilación no 
se encuentran en la muestra no tratada (t=0 min) aumentando ambas con la activa­
ción transcripcional del gen (ver figura 45). Los resultados apoyan la idea de que es­
tas modificaciones se asocian con la activación transcripcional de los genes diana 
como ya se describió en el análisis in vivo de estos promotores.
En cuanto a la modificación a-H3R17me2 los resultados son negativos en to­
dos los genes por lo que se podría concluir que esta modificación no participa en la 
activación génica en nuestro modelo de estudio o que el epítopo no estuviese accesi­
ble al anticuerpo correspondiente
Respecto a la acetilación de la histona H3, sólo las modificaciones H3K27ac 
y H4K16ac no parecen estar presentes en ninguno de los tres promotores aunque sí 
el resto de modificaciones estudiadas. La H3K9ac, asociada con la activación génica 
(Zhang et ai., 2005), muestra una cinética de aparición similar en el promotor de
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icam-1 y tnfa en paralelo con su activación transcripcional. Sin embargo esta modifi­
cación no se encuentra presente en el promotor de nos-2 (ver figura 47). Este dato 
inesperado podría implicar que la activación de nos-2 requeriría un patrón de modifi­
caciones diferente en donde no se necesitaría esta modificación puntual. Por otro 
lado, la H3K14ac es constante en el promotor de todos los genes analizados sugi­
riendo, como apuntábamos en el modelo in vivo de PA, que esta modificación podría 
ser una señal distintiva para una “potencial activación transcripcional' de los genes en
icam-1 tnfa
Tiempo Jp $ ¿r Jp Tiempo JlP # ¿r Jp
(min) ^  yp &  ¿P  P  yP .'A <P P  P  (min) j j *  yP P  ,P  P  P  P  p  /  ^  o*5. — <T «t #  jf *  «> *  o- <y «f o 'p i - i  «í* c fel «. o  o *  -í** «f ¿ cf cf ^
nos-2 a-actina
Tiempo ^  Tiempo ^  ^  4-v
J2S. J22.
Figura 47. Modificaciones postraduccionales de las histonas en los promotores de los genes activa­
dos por TNFa. Las muestras de cromatina entrecruzadas, a los tiempos indicados de tratamiento con 
TNFa a 50 ng/mL, fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-H3K14ac, a-H3 
K27ac, a-H3R17me2, a-H4K16ac, a-H3K4me3, a-H3K4me2, a-H3K9ac, a-H3K18ac, a-H4K5ac, y sus 
controles sin anticuerpo (NA) correspondientes. Las muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron 
analizadas por PCR utilizando oligonucleótidos específicos de los promotores de los genes. El gen de la 
a-actina se utiliza como control negativo.
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este modelo in vitro. En cuanto a la H3K18ac, la modificación muestra perfiles diferen­
tes en cada promotor analizado aunque en todos ellos parece correlacionarse su 
presencia con el correspondiente perfil de expresión génica.
Respecto a la acetilación de la histona H4, la cinética de la modificación 
H4K5ac es similar en los tres promotores apareciendo entre los 20-30 min de incuba­
ción con TNFa y desapareciendo a los 60-90 min, momento que coincide con el inicio 
de la transcripción. Esta correlación de la modificación con el inicio de la activación 
génica sugiere que esta modificación podría jugar un papel esencial en las etapas de 
preparación de la cromatina para que diversos factores puedan acceder a la misma 
(ver figura 49).
El análisis global de las modificaciones de las histonas permite sugerir ciertas 
ideas interesantes acerca de la regulación de la expresión de estos genes. En primer 
lugar, la correlación entre la aparición de las modificaciones de la histonas y la activa­
ción transcripcional en respuesta al TNFa, que son similares a los obtenidos en un 
reciente trabajo de Edelstein (2005) que estudia las modificaciones de la cromatina en 
la activación del gen E-selectina por TNFa en cultivos de células endoteliales 
(Edelstein et al., 2005). Por otro lado, el análisis realizado in vivo como in vitro de las 
cinéticas de modificación de las histonas muestran resultados comparables, sugirien­
do que la extrapolación del modelo in vitro puede ser válido para explicar la regula­
ción de estos genes in vivo en la PA. Además, la cinética más extensa del modelo in 
vitro permite descubrir el orden y la combinación de las modificaciones durante la 
activación transcripcional, lo cual podría apoyar la validez de la idea de un posible 
“código de las histonas” (Jenuwein y Allis, 2001; Rice y Allis, 2001).
De cualquier forma existen resultados discordantes en la comparación de los 
modelos in vitro e in vivo. Es posible que en el modelo in vitro, cuyas células están 
inmortalizadas, las células podrían estar “cebadas”, en condiciones de una mayor 
susceptibilidad a responder a ciertos inductores, hecho que no ocurriría in vivo. Sin 
embargo, en nuestro trabajo en los cultivos celulares AR42J algunas modificaciones 
de histonas no se encuentraban presentes en la muestras a tiempo Oh no tratadas
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con TNFa, mientras que en los análisis in vivo de los promotores sí aparecían. Es 
evidente que debemos ser conscientes de las limitaciones inherentes al modelo in 
vitro ya que se induce la expresión génica con la citoquina TNFa, sólo una de las 
señales de la compleja red señalizadora presente en el páncreas durante la aparición 
de la PA.
2.2.2.2. Unión de complejos modificadores de la cromatina
2.2.2.2.1. Histona acetiltransferasas (HAT) e histona desacetilasas (HDAC)
En el estudio in vivo mostramos que CBP, un coactivador con actividad HAT, 
y SIN3A, subunidad del complejo HDAC homónimo, estaban implicados en la regula­
ción de los genes icam-1, nos-2 y tnfa in vivo durante la PA. Así pues, tras evidenciar 
el complejo patrón de modificaciones de la cromatina in vitro e in vivo, enfocamos 
nuestra atención en la unión de complejos HAT y HDAC responsables del patrón de 
modificaciones durante la regulación de los promotores de los genes diana seleccio­
nados. En el modelo in vitro, por las ventajas metodológicas que posee, hemos podi­
do realizar un análisis más extenso de la unión de correguladores con actividad HAT 
o HDAC, estudiándose por un lado, los coactivadores con actividad acetiltransferasa 
CBP, GCN5 y PCAF y por otro los correpresores con actividad desacetilasa HDAC1, 
HDAC2 y HDAC3 (ver introducción apartado 1.1.2.1.1). Las proteínas GCN5 y PCAF 
son coactivadores, que forman parte el primero de los complejos ADA y SAGA y el 
segundo del complejo homónimo, que presentan actividad HAT principalmente sobre 
lisinas de H3 y H4. Por su parte, los correpresores HDAC1 y HDAC2 forman parte de 
los complejos mSIN3A, NuRD y CoREST, mientras que HDAC3 está presente en el 
complejos SMRT y NCoR (Roth et al., 2001; de Ruijter et al., 2003).
El estudio cinético de la unión de los complejos al promotor de los genes se­
leccionados se muestra en la figura 48. Respecto a los coactivadores, CBP presenta 
un perfil de unión tardío (a partir de 60 min), similar en los tres promotores, mientras 
que PCAF y GCN5 la cinética de unión difiere entre ellos. En el promotor de icam-1 
los dos coactivadores se unen a partir de 60 min, mientras que en los promotores de
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nos-2 y tnfa éstos tienen un perfil transitorio más temprano, entre 10 y 20 min, aun­
que en este último promotor la unión sin embargo se prolonga hasta los 90 min. Es 
probable que PCAF y GCN5 sean necesarios para establecer un estado competente 
en la cromatina en los primeros momentos de inicio de transcripción mientras CBP 
participe es fases más tardías de la activación génica.
Tiempo
(min)
Tiempo
(m in )
nos-2 a-actina
y  SS y s / / / >  TK° y  ZS y / / >  s / / / >
F ig u ra  48. Unión de complejos histona acetiltransferasas (H A T) e histona desacetilasas (H D A C ) 
en los promotores de los genes de estudio en cultivos celulares AR42J tratados T N F a  . Las muestras 
de cromatina entrecruzada a los tiempos indicados de inducción con TNFa 50 ng/mL fueron procesadas e 
inmunoprecipitadas con los anticuerpos: a-CBP, a-GCN5, a-pCAF, a -H D A C l, a-HDAC2, a-HDAC3 y 
sus controles sin anticuerpo (No Ab). Las muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron analizadas por 
PCR utilizando oligonucleótidos específicos de los promotores de los genes. El gen de la a-actina se 
utiliza como control negativo.
Los resultados de la unión de los coactivadores HAT en los promotores de los 
genes analizados son comparables con trabajos descritos en otros modelos. Así, se 
ha descrito la implicación de CBP, a través de su asociación con NF-kB, en la activa­
ción de icam-1 por TNFa en células endoteliales (Spiecker et al., 2002) si bien, una
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de las rutas principales de activación de este gen es a través de la ruta de la Pl- 
3K/AKT que fosforila a p300, se asocia a PCAF, y juntos producen los cambios de 
acetilación necesarios en el promotor de icam-1 (Huang y Chen, 2005). Sin embargo, 
hasta la fecha no había sido descrita la posible implicación del coactivador GCN5 en 
la activación de este gen. En el caso del promotor de nos-2 se había descrito la im­
plicación de p300/CBP en la acetilación del promotor del gen, favoreciendo la unión 
de NF-kB, en cultivos celulares de macrófagos (Deng y Wu, 2003) y en astrocitos 
primarios, vía ruta PI-3K/AKT (Giri et al., 2004). El grupo de (Zhong et al., 1998) mos­
tró que la expresión del gen nos-2 se activa a través de la ruta de PKA, PKC y la 
MAP quinasa p38 al favorecer la asociación NF-kB con CBP. Sin embargo, la impli­
cación de PCAF y GCN5 en la regulación del gen no había sido mostrada hasta este 
trabajo. En el caso del gen tnfa los resultados aquí presentados están de acuerdo con 
los estudios con monocitos en presencia de una alta concentración de glucosa que 
demuestran la unión CBP y PCAF al promotor del gen aunque a tiempos superiores a 
16 h (Miao et al., 2004).
Por su parte, los correpresores presentan un perfil de unión diferente para 
cada gen. En el promotor de icam-1 no se detecta la unión de ninguna de las tres 
HDAC analizadas, en el promotor de nos-2 se encuentran tanto HDAC1 como HDAC3 
entre 0 y 10 min de inducción, mientras que son HDAC1 y HDAC2 las que están 
unidas al promotor de tnfa a tiempos iniciales y desapareciendo hacia los 20 min de 
tratamiento con la citoquina.
La presencia de las HDAC1 y HDAC3 en el promotor de nos-2 implicaría la 
existencia de dos complejos histonas desacetilasa al igual como ocurre p.e. en el 
promotor del gen kB a durante la activación por TNFa en donde se muestra este tipo 
de regulación por HDAC1/SMRT y HDAC3/N-CoR (Gao et al., 2005). Respecto al 
promotor de tnfa aparecen unidos las HDAC1 y HDAC2, subunidades de los comple­
jos mSIN3A, NuRD y CoREST, por lo que uno o más de estos complejos podría estar 
implicado en la represión de este gen. Por otra parte, la ausencia de desacetílasas 
detectables en el promotor de icam-1 es un dato intrigante, ya que el análisis in vivo
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ha demostrado la implicación de mSiN3A, por lo que sería de esperar la presencia de 
las HDAC1/2. Este hecho de difícil explicación se debería a que por alguna razón en 
este gen, como ocurre también en el gen mat2a en hígado de rata en regeneración 
(Rodríguez et al, resultados no publicados) los epítopos que reconocen los anticuer­
pos estén inaccesibles.
Por tanto, el análisis de unión de estos complejos, y la modificación de las 
histonas mostrados anteriormente, nos indican que la activación transcripcional de los 
genes coincide con la salida de las HDAC y la entrada de coactivadores con actividad 
HAT y, por tanto, con el aumento de la acetilación de las histonas.
2.2.2.3. Unión de factores transcripcionales y remodeladores de la cromatina
Siguiendo la línea de experimentos desarrollada en los ensayos in vivo, se 
llevó a cabo un estudio más completo de la unión de los factores transcripcionales a 
los promotores de los genes icam-1, nos-2 y tnfa en respuesta a la citoquina TNFa en 
cultivos de células AR42J.
En el caso del gen icam-1 y nos-2 los factores transcripcionales analizados, 
NF-kB, C/EBPp y AP1, muestran cinéticas de unión a sus promotores similares (figu­
ra 54). El factor NF-kB se encuentra presente entre los 20 y 60 min de tratamiento 
con la citoquina en el promotor de icam-1 mientras que en el promotor de nos-2 la 
unión es más tardía, hacia los 30 min y se mantiene hasta los 120 min de inducción. 
Por su parte, el factor C/EBP p se une a ambos promotores más tarde que NF-kB ya 
que en el icam-1 se une entre los 60 y 90 min de inducción y en el de nos-2 lo hace 
entre los 60 y 120 min. AP1 sin embargo no parece estar implicado en la regulación 
de la expresión de ninguno de los dos genes en este modelo.
Los resultados obtenidos en el modelo de células AR42J se correlacionan con 
los obtenidos en los estudios in vivo ya que en ambos los factores NF-kB y C/EBPp 
se unen a los promotores de icam-1 y nos-2 e incluso con la unión previa de NF-kB a 
los mismos en relación a C/EBPp. Este orden de unión de dichos factores en donde la
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unión de NF-kB precede a C/EBP(3 sugeriría que el primero podría actuar como reclu­
tador del segundo sobre los promotores de los genes. En apoyo a esta idea, (Guo et 
al., 2003a) demostraron que durante la activación del gen de la superóxido dismutasa 
de manganeso en respuesta a TNFa era necesaria la unión previa de NF-kB a su 
promotor para que se produjera la unión de C/EBPp.
¡cam-1 tnfa
Tiempo
(min)
Tiempo
nos-2 a-actina
Tiempo  ^ ^ jg f  o
(min>
Tiempo
(min)
F ig u ra  49. Unión de factores transcripcionales a los promotores de los genes icam-1, nos-2 y tnfa 
en cultivos celulares AR42J tratados TNFa. Las muestras de cromatina entrecruzada a los tiempos 
indicados de inducción con TNFa 50 ng/mL fueron procesadas e inmunoprecipitadas con los anticuerpos: 
<x-NFkB, a -A P l, a-C/EBPp, a-SPl, a -E LK l, a-ETS2, a-EGR-1, a-BRG-1 y sus controles sin anticuer­
po (No Ab). Las muestras Input e inmunoprecipitadas (IP) fueron analizadas por PCR utilizando oligonu- 
cleótidos específicos de los promotores de los genes. El gen de la a-actina se utiliza como control negati­
vo.
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En cuanto al gen tnfa la regulación en respuesta a TNFa es bastante más 
compleja, ya que varios factores transcripcionales podrían estar implicados en su 
regulación c-JUN, ETS-2, NF-kB, C/EBPp, SP1, ELK-1, y EGR-1 (tabla 14). Los resul­
tados indican que ni c-JUN ni ETS-2 se unen al promotor de tnfa en respuesta a la 
citoquina mientras que, como ocurría en icam-1 y nos-2, el factor NF-kB su unión es 
previa (hacia los 30-60 min) a la del factor C/EBPp (hacia los 60-90 min). Respecto a 
los factores SP1, ELK-1 y EGR-1, todos ellos se unen a partir de los 20 min de induc­
ción, manteniéndose unidos hasta los 180 min, en el caso de SP1, o hasta los 90 min 
en el caso de ELK-1 y EGR-1. La correlación entre la unión de los factores y el patrón 
de expresión de tnfa in vitro son comparables a los obtenidos en tejido in vivo, si bien, 
el trabajo in vitro permite descubrir un orden de reclutamiento de los factores al pro­
motor del gen durante la activación génica de tnfa por la citoquina TNFa.
Como se desprende de los resultado aquí aportados, la regulación del gen 
tnfa es más compleja que la de otros genes estudiados. En esta línea de pensamien­
to, Carey (1998) indicaba que para asegurar que el gen es transcrito en respuesta a 
un estímulo dado precisa del ensamblaje de varios factores de transcripción en com­
plejos nucleoproteicos de orden superior o enhanceosomas. Incluso algunos autores 
sugieren la idea de que tnfa podría responder a diferentes vías de señalización me­
diante el reclutamiento de diferentes proteínas sobre el mismo elemento enhancer 
uniendo distintos grupos de factores de transcripción al promotor de tnfa dependiendo 
del estímulo recibido (Tsai et ai., 2000). Hasta la fecha no se había descrito la forma­
ción de modo secuencial y ordenado, o la composición del enhanceosoma, en el 
promotor de tnfa tanto in vivo durante la PA como in vitro en respuesta a la citoquina 
TNFa.
Finalmente en este apartado queremos presentar los resultados del análisis in 
vitro de la unión del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, que contiene 
BRG-1, en los promotores de los genes icam-1, nos-2 y tnfa en respuesta a TNFa de 
células AR42J (figura 49). En el promotor de icam-1 se observa que BRG-1 no apare­
ce unido al promotor de icam-1, por lo que la posible remodelación de la cromatina en
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este promotor no sería llevada a cabo por el complejo SWI/SNF. A diferencia de icam- 
1, este complejo si que parece intervenir en la posible remodelación de los promoto­
res de los genes nos-2 y tnfa. En el promotor de nos-2, BRG1 aparece unido a partir 
de los 20 min. de inducción, permaneciendo sobre el promotor hasta los 90 min. Esta 
unión antecede a la de los factores NF-Kp y C/EBPp lo que sugeriría que el complejo 
SWI/SNF remodelaría la cromatina en ese promotor, facilitando la unión de aquellos 
factores transcripcionales y activando la transcripción del gen. En apoyo de esta hipó­
tesis, un trabajo reciente ha descrito cambios en la estructura de la cromatina que 
activan los sitios de unión para NF-kB y aumentan la expresión de nos-2 en hepatoci- 
tos tratados con IL-1 p (Wei et al., 2004). En el promotor del gen tnfa, la unión de 
BRG1 también antecede al reclutamiento del resto de los factores transcripcionales 
necesarios para la activación del gen, como NF-kB, C/EBPp, SP1, ELK-1, y EGR-1, 
por lo que la remodelación del promotor de tnfa podría ser un requisito previo necesa­
rio para la unión de los factores y la activación génica. Esta idea se apoyaría también 
en la hipótesis sugerida por (Tsai et al., 2000) en la que el aumento de unión de SP1 
al promotor de tnfa por él mostrada podría estar mediada por cambios en la accesibi­
lidad de los sitios de unión en el contexto de la cromatina.
2.2.2.4. Rutas de transducción de señal en respuesta a TNFa
La citoquina TNFa es capaz de activar varias rutas de transducción de seña­
les tal y como se resume en la Introducción (apartado II.2.3.5). Entre las principales, 
se encuentran las rutas de MAP quinasas ERK, p38 y JNK, la ruta de NF-kB y la ruta 
PI-3K/AKT dependiendo del estímulo y la línea celular concreta. En las células 
AR42J, Malka y colaboradores describieron la activación de las MAP quinasas, ERK, 
p38 y JNK, en respuesta a TNFa (Malka et al., 2000).
El objetivo del presente capítulo fue conocer qué rutas de señalización con­
ducen el estímulo generado por el TNFa en cultivos AR42J a los promotores de los 
genes de estudio icam-1, nos-2 y tnfa regulando su expresión. Las células fueron 
tratadas con los inhibidores correspondientes durante 30 min, a continuación se les
-  181 -
V. Resultados y Discusión
administró TNFa a 50 ng/mL, se incubaron durante 3 horas y se procesaron para su 
análisis por RT-PCR cuantitativo. Con objeto de facilitar la compresión, los datos ob­
tenidos se normalizan imponiendo el valor del 100% a la muestra control tratada con 
TNFa.
En el gen icam-1 (figura 50) las rutas de señalización implicadas son la de 
MEK1/2 (inhibidor PD98059), la de p38 (inhibidor SB203580), la de JNK (péptido in­
hibidor i-JNK) y la de NF-kB (péptido inhibidor NF-kB), reduciendo la expresión del 
gen entre un 40 y un 70% respecto del control. Sin embargo, la ruta de la PI-3K (in­
hibidor wortmanina), la de PKA (inhibidor H89), la de ERK1/2 (péptido inhibidor 
i-ERKI/2) y la de STAT3 (péptido inhibidor ¡-STAT3) no parecen estar implicados en 
la regulación de icam-1 en respuesta a TNFa.
En resultados mostrados por otros autores, dependiendo del tipo celular, hay 
algunas diferencias en las rutas de señalización activadas por TNFa. Chen (2000), en 
un estudio en células del epitelio alveolar, indica que la inducción de icam-1 mediada 
TNFa es independiente de las MAP quinasas, mientras que sí depende de tirosina 
quinasas de la PKC (Chen et al., 2000). Por otro lado, (Tsang et al., 2005) han des­
crito que, en cultivo celular de mastocitos tratados con la citoquina TNFa, la inducción 
de icam-1 se produce a través de las rutas MEK1/2 y NF-kB, no estando implicada la 
ruta de p38. Por su parte, (Minutoli et ai., 2004) describen que la acción protectora de 
SP600125, un inhibidor total de JNK y parcial de ERK, en el desarrollo de la PA por 
ceruleína está asociada a la represión de tnfa e icam-1 y, estudios posteriores de (Lin 
et al., 2005) con este protector implican a la ruta de JNK en la activación de icam-1 
dependiente de IL-1(3. Por su parte, los datos tienden a descartar la participación de la 
ruta de p38 en la activación de icam-1 dependiente de TNFa. Así, por ejemplo, 
(Holden et al., 2004) en un trabajo en células pulmonares implica a la ruta de NF-kB 
en la regulación del gen, pero no a las rutas MEK1/2 o p38. Otros trabajos, sin em­
bargo, contradicen esta hipótesis ya que en células endoteliales tratadas con LPS, 
lipopolisacárido que induce la síntesis de TNFa, la regulación de icam-1 durante el 
shock séptico es mediada por la ruta de p38 (Yan et al., 2002).
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Respecto al gen nos-2 (figura 50), con excepción de las rutas de la PI-3K (in­
hibidor wortmanina) y de la de STAT3 (péptido inhibidor ¡-STAT3), el resto de inhibi­
dores reprimen en mayor o menor medida el nivel de expresión del gen, implicando
¡cam-1
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Figura §0. Efecto de inhibidores de las proteína quinasas sobre la activación de los genes induci­
dos por TNFa en cultivos celulares AR42J. (Panel izquierdo) Las células acinares fueron tratadas o no 
durante 30 min con inhibidor de MEK1/2 (PD98059), inhibidor de p38 (SB203580), inhibidor de 
JNK 1/2, inhibidor de PI-3P quinasa (wortmanina), inhibidor de PKA (H89), inhibidor de ERK1/2, inhibi­
dor de NFkB e inhibidor de STAT3. A  continuación se administra taurocolato (TAU) al cultivo durante 
30 min más. Las muestras se procesan y se analizan por PCR cuantitativo utilizando los oligonucleótidos 
que amplifican la región codificante de los genes icam-1, nos-2 y tnfa. Los valores fueron normalizados 
respecto al gen rRNA 18S y referidos a la muestra TAU y a la que se le asigna el valor arbitrario de 100%. 
Los valores en color azul representan el grado de inducción real respecto al control DMSO. (Panel dere­
cho) Las células acinares fueron tratadas o no durante 30 min con cicloheximida y se procede como en el 
apartado izquierdo. En este experimento sólo incluyen los inhibidores que afectan a la expresión de los 
genes. Las muestras no tratadas se presentan con de color gris oscuro mientras que las muestras tratadas 
con cicloheximida se presentan de color gris claro.
las rutas de MEK1/2, JNK, ERK1/2, p38, PKA y NF-kB en la regulación de nos-2 en 
respuesta a TNFa. Se ha descrito en la bibliografía que la activación de nos-2 por 
tratamiento con TNFa en cultivo humano epitelial de riñón es dependiente de p38, 
NF-kB, PKC y JAK2, e independiente de MEK1/2 (Poljakovic et al., 2003), aunque en 
un trabajo con células C6 de glioma de rata sí que describe la implicación de la ruta 
MEK1/2 en la activación del gen por TNFa (Lee et al., 2003).
Por último, en el gen tnfa (figura 50), las rutas de p38, de JNK, de PKA y de 
NF-kB están implicadas en menor o mayor grado en la regulación de la expresión del 
gen por TNF«, mientras que la inhibición de las rutas de MEK1/2, de PI-3K, de 
ERK1/2 y de STAT3 no afectan a la expresión génica. En un trabajo reciente de Shen 
et al. (2005) se describe que la inducción de tnfa en células Kupffer tratadas con LPS 
está mediada por las rutas de p38 y de JNK, mientras que la inhibición de la ruta 
MEK1/2 no afecta a la expresión.
Un resultado que ha llamado nuestra atención es que, en la bibliografía se 
describe que la quinasa ERK1/2 está regulada por fosforilación por MEK1/2 
(Hagemann y Blank, 2001). Sin embargo, el tratamiento con el inhibidor PD98059 que 
bloquea la activación de MEK1/2 (Alessi et al., 1995) inhibe la expresión de icam-1 
inducida por TNFa y la de egr-1 inducida por taurocolato. Sin embargo, el inhibidor de 
ERK1/2, que impide la activación de esta quinasa por MEK1/2 (Kelemen et al., 2002), 
no produce ningún efecto en la expresión de estos genes. Para explicar este hecho
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cabría la posibilidad de que el inhibidor de ERK1/2 no funcionase correctamente aun­
que se ha descrito un valor de IC50 de 2.5 jiM (Kelemen et al., 2002) muy inferior al 
usado por nosotros, 20 pM. Además, se ha demostrado su correcta funcionalidad, ya 
que utilizando las mismas muestras de cDNA, obtenidas incubando las células con el 
inhibidor de ERK1/2, en el gen nos-2 se obtiene una inhibición de la expresión del gen 
de hasta un 50%, valor similar a la obtenida con PD98059, inhibidor de MEK1/2. Por 
otro lado, un estudio desarrollado en nuestro laboratorio utilizando cultivos de células 
precursoras hepáticas MLP29 tratadas con el éster de forbol TPA proporciona resul­
tados similares a los de nuestro modelo respecto a la acción de los inhibidores de 
MEK y ERK sobre la expresión del gen egr-1 (Tur-Arlandis, Tesis Doctoral). Apoyán­
donos en estos datos, se puede sugerir que es probable que la ruta de señalización 
de MEK1/2 pueda activar a ciertas quinasas, diferentes de ERK1/2, que podrían llevar 
la señal de activación hasta el promotor de los genes dianas inducidos en los distintos 
tratamientos. Comentar además que estos resultados no podrían ser explicados por 
la posibilidad de que MEK1/2 pueda regular la expresión de algún factor que a su vez 
actúe modulando la expresión de icam-1 o de nos-2 y tnfa ya que la incubación pre­
via de las células AR42J con cicloheximida, un inhibidor de la síntesis proteica di no­
vo, proporciona resultados similares (ver figura 50 panel derecha).
2.2.2.5. Modelos de activación transcripcional de i c a m - 1 ,  n o s - 2  y t n f - a
2.2.2.5.1. Gen i c a m - 1
El estudio en conjunto de los resultados de modificaciones covalentes de las 
histonas, complejos remodeladores y modificadores de la cromatina y de inhibición de 
rutas de señalización han permitido postular un posible mecanismo de activación de 
icam-1 en respuesta a TNFa en células acinares (figura 51).
En este trabajo hemos demostrado que durante la activación del gen, a partir 
de 30 minutos hasta los 180 minutos, coincide con la unión sucesiva al promotor de 
NF-kB, C/EBP p y de los coactivadores con actividad HAT: GCN5, CBP y p/CAF. La
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Figura 51. Modelo del reclutamiento de factores transcripcionales, complejos modificadores de la 
cromatina y modificaciones de histonas durante la activación de icam-1 por TNFa en cultivos celu­
lares AR42J. Se ha representado esquemáticamente un nucleosoma en el que se indican las modificacio­
nes presentes a cada tiempo en las colas N-terminal de las histonas H3 y H4. Se indican asimismo las 
rutas de quinasas que conducen la señal de activación al promotor del gen y el inhibidor utilizado en este 
estudio.
señal de activación de la citoquina TNFa es transmitida al promotor a través de las 
rutas MAPquinasas MEK1/2, P38 y JNK, así como de la ruta que activa a NF-kB.
- H E ]
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Basándonos en estos resultados podemos esbozar un posible mecanismo de 
activación de este gen en nuestro modelo. Así pues, la citoquina TNFa activaría, co­
mo se ha descrito en la introducción, las diferentes rutas MAPquinasas, así como la 
ruta de activación de NF-kB. El hecho de que la inhibición de la ruta P-l-3 kinasa no 
altere la activación de icam-1 implica que la activación de NF-kB es independiente de 
esta ruta descrita por (Madrid et al., 2001) y que su activación debe ocurrir por fosfori­
lación y ubiquitinación del factor inhibidor IkB (Wajant et al., 2003). Por otro lado, se 
ha descrito la activación de C/EBPp por fosforilación mediada por las rutas MEK1/2 y 
JNK (McCubrey et al., 2000). De este modo, la activación por fosforilación de NF-kB y 
C/EBPp implicaría su unión al promotor para contribuir a la activación de icam-1. En 
apoyo a este mecanismo se ha descrito la capacidad de estos dos factores de formar 
un heterodímero NF-kB-C/EBPP (Lee et al., 1996), incluso previamente se ha demos­
trado la presencia de este dímero en el promotor de icam-1 en respuesta a TNFa en 
diferentes tipos celulares como A459, HeLa y EVC304 (Catron et al., 1998).
Otro aspecto a destacar es que tras la unión de estos factores se produce la 
unión secuencial de los coactivadores GCN5, CBP y p/CAF. El hecho de que NF-kB 
preceda a la unión de estos coactivadores podría implicar que este factor reclute a los 
complejos HAT. En apoyo a esta hipótesis se ha descrito que el componente p65 de 
NF-kB se une al coactivador CBP y a su homólogo estructural p300 (Gerritsen et al., 
1997) y que CBP, a su vez puede reclutar a p/CAF (Yang et al., 1996) y a otros com­
ponentes de la maquinaria trancripcional como RNApol II (Nakajima et al., 1997). Un 
mecanismo alternativo, aunque no incompatible, consiste en que la presencia de mo­
dificaciones covalentes en el promotor del gen en condiciones básales, como hemos 
demostrado en este trabajo, conformen una plataforma que al ser reconocida por 
estos coactivadores, permite el reclutamiento de estos últimos al promotor de icam-1. 
Esta hipótesis se fundamenta en la presencia de bromodominios, que reconocen Usi­
nas acetiladas, en estos coactivadores y que podrían ser capaces de reconocer un 
posible código de histonas (Berger, 2002; de la Cruz et al., 2005). Finalmente, la en­
trada de estos coactivadores se traduce en un aumento de las acetilaciones en el
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promotor que han sido asociadas a activación transcripcional, como son Ac k9 H3, Ac 
k18 H3 y Ac k5 H4 (Grant et al., 1999).
La comparación de los resultados de la activación de icam-1 in vivo en pán­
creas durante la PA e in vitro en el cultivo de células AR42J permite resaltar ciertas 
similitudes en el mecanismo de activación del gen. Por un lado, el perfil de activación 
del gen es temprano en los dos modelos, activándose el gen a partir de 30-60 minu­
tos, mientras que por el otro es de destacar la regulación del promotor por los mismos 
factores de transcripción, coactivadores y modificaciones covalentes de las histonas. 
Salvando la gran diferencia de complejidad, es posible que el modelo de activación de 
icam-1 propuesto en cultivo de células AR42J pueda ser extrapolable al páncreas in 
vivo durante la PA.
2.2.2.5.2. Gen nos-2
Del mismo modo que para el gen icam-1, el análisis goblal de los resultados 
obtenidos en experimentos de ChIP y de inhibición de rutas nos permiten proponer un 
modelo de activación del gen nos-2 activado por TNFa en células acinares pancreáti­
cas (figura 52).
La activación del gen a partir de los 30 minutos supone la salida de los com­
plejos desacetilasas, que contienen HDAC1 y HDAC3, y que se encontraban unidos 
al promotor en condiciones básales, coincidente en el tiempo con la entrada del com­
plejo remodelador SWI/SNF y del coactivador pCAF. Posteriormente, se unen los 
factores de transcripción NF-kB y C/EBP (3 y a tiempos tardíos el coactivador CBP. En 
este caso, la señal de activación del TNFa es mediada por las MAPkinasas MEK1/2- 
ERK1/2, P38 y JNK, y por la ruta de activación de NF-kB.
En base a estos datos podemos sugerir un posible mecanismo de activación 
de nos-2 en cultivo celular. La señal iniciada por TNFa activaría las rutas MAP quina­
sas y NF-kB del mismo modo que en el gen icam-1, sin embargo es de destacar que 
en este caso la ruta MEK1/2 activaría con toda seguridad su quinasa aguas abajo
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Figura 52. Modelo del reclutamiento de factores transcripcionales, complejos modificadores de la 
cromatina y modificaciones de histonas durante la activación de nos-2 por TNFa en cultivos celula­
res AR42J. Se ha representado esquemáticamente un nucleosoma en el que se indican las modificaciones 
presentes a cada tiempo en las colas N-terminal de las histonas H3 y H4. Se indican asimismo las rutas de 
quinasas que conducen la señal de activación al promotor del gen y el inhibidor utilizado en este estudio.
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ERK1/2. La transmisión de esta señal de activación acabaría con la represión génica 
asociada a un estado de hipoacetilación de las histonas promovido por las HDAC 
unidas al promotor de nos-2 (Cress y Seto, 2000; Yang y Seto, 2003). La disociación 
de las HDACs podría estar regulada por señales de fosforilación transducidas por las 
MAP quinasas. En apoyo a esta idea se ha descrito un papel de la ruta JNK, que fos- 
forila residuos de serina y treonina, en la disociación de un complejo inhibidor que 
contiene a HDAC3 en el promotor de c-jun (Weiss et al., 2003). Otro mecanismo po­
sible podría ser la entrada del complejo SWI/SNF, que al provocar cambios en la es­
tructura de la cromatina desplazase las desacetilasas del promotor de NOS. Sin em­
bargo, hasta la fecha solamente se ha descrito una cooperación en los complejos 
HDAC (como mSin3A) con complejos remodelantes que contienen BRG1 (SWI/SNF) 
para la represión génica (Pal et al., 2003; Kuzmichev et al., 2002). La entrada del 
complejo remodelador coincide con la unión de pCAF y en consecuencia un aumento 
de la acetilación de las histonas (H4K5Ac), en concordancia con trabajos anteriores 
(Schiltz et al., 1999b). Finalmente como ocurría en el gen anterior se unen sucesiva­
mente los factores transcripcionales NF-kB, C/EBPp y por último CBP, que como 
hemos comentado previamente podría ser reclutado por NF-kB (Jana et al., 2005; 
Chio et al., 2004).
Este modelo integra los resultados obtenidos de modificación de histonas, 
unión de factores y cambios en la cromatina en el modelo experimental in vitro. Si 
comparamos estos resultados obtenidos con los del modelo in vivo, a pesar de que el 
perfil de expresión no coincide ya que in vivo es un gen tardío, sí que podemos ob­
servar similitudes, en cuanto a los factores transcripcionales unidos y las modificacio­
nes implicadas en la activación de nos-2. Sin embargo, se deben realizar trabajos 
futuros para explicar la compleja regulación del gen NOS-2 durante la PA.
2.2.2.5.3. Gen tnf-a
El estudio en conjunto de los resultados obtenidos por ChIP para las modifi­
caciones de histonas, complejos modificadores y remodeladores de la crorratina, así
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como de inhibición de rutas de transducción de señal permiten proponer un modelo 
de activación de tnfa en respuesta a TNFa en células acinares AR42J (figura 53).
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Figura 53. Modelo del reclutamiento de factores transcripcionales, complejos modificadores de la 
cromatina y modificaciones de histonas durante la activación de tn fa  por TNFa en cultivos celula­
res AR42J. Se ha representado esquemáticamente un nucleosoma en el que se indican las modificaciones 
presentes a cada tiempo en las colas N-terminal de las histonas H3 y H4. Se indican asimismo las rutas de 
quinasas que conducen la señal de activación al promotor del gen y el inhibidor utilizado en este estudio.
La activación mediada por TNFa conlleva la transmisión de la señal a través 
de diferentes rutas, como las MAP quinasas (P38 y JNK), PKA y NF-kB. Esta señal
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de activación se traduce en la disociación de las subunidades (HDAC1 y HDAC2) del 
complejo o complejos desacetilasa, junto con la entrada del complejo SWI/SNF. 
A continuación, y por tanto precedidos por el complejo SWI/SNF, se unen al promotor 
diferentes factores transcripcionales como EGR-1, ELK-1 y SP1, junto con los coacti­
vadores pCAF y GCN5 que preceden al aumento de la acetilación de histonas y el 
inicio de la expresión del gen a partir de los 30 minutos. Posteriormente se une 
NF-kB, C/EBPp y CBP que completan el enhanceosoma. Previamente se han descri­
to la presencia de un enhanceosoma en el promotor de tnfa, sin embargo la composi­
ción de este es diferente dependiendo del estímulo. Por ejemplo, la activación de 
TNFa por infección vírica presenta un complejo multiproteico que contiene c-jun/Atf2, 
NFAT y Sp1 (Falvo jv,2000,MCB). Mientras que un trabajo posterior caracterizó en 
macrófagos el enhanceosoma del promotor de TNFa en respuesta a LPS, y en este 
caso no se encuentra NFAT, pero sí Ets, Elk-1 en combinación con ATF-2/c-jun, Sp1 
y Egr-1 (Tsai ef a/., 2000).
En base a los datos obtenidos se puede sugerir un posible mecanismo de ac­
tivación del gen tnfa en respuesta a TNFa. En condiciones básales, el estado hipoa- 
cetilado y de represión transcripcional es mantenido por la presencia de HDAC1 y 
HDAC2, que han sido descritas como subunidades de los complejos desacetilasa 
Sin3A, NuRD o CoREST. Los resultados de este trabajo no permiten identificar cuál o 
cuáles de estos complejos están presentes, sin embarfo el hecho de que in vivo no se 
detectase la presencia de mSin3A en el promotor de TNFa podría descartar este 
candidato. Así pues, la transducción de la señal a través de las rutas quinasas inicia­
ría la entrada del complejo SWI/SNF a partir de 10 minutos tras la inducción y por 
consiguiente una remodelación de la cromatina que podría ser el responsable de la 
salida de las desacetilasas. Este posible reordenamiento nucleosomal podría facilitar 
el acceso posterior de los factores de transcripción y de los coactivadores con activi­
dad HAT. En apoyo a esta idea se ha descrito que la presencia de nucleosomas que 
enmascaran el sitio de unión de SP1 en el promotor de tnfa dificultan la unión de este 
factor de transcripción. Sin embargo, un desplazamiento nucleosomal mediado por 
SWI/SNF podría desenmascarar este sitio de unión y facilitar la unión de SP1 (Tsai et
- 1 92 -
V. Resultados v Discusión
al., 2000). Además, en un trabajo en levadura se ha descrito que el complejo SAGA 
(que contiene GCN5) es reclutado al promotor del gen ho vía el complejo SWI/SNF, 
implicando una interacción directa o a través de una remodelación de la cromatina 
(Cosma et al., 1999; Syntichaki et al., 2000).
Es de destacar que, además de la entrada del complejo SWI/SNF, para la 
unión de los factores de transcripción (EGR-1, ELK-1 y SP1) al promotor de tnfa es 
necesaria su activación por fosforilación mediadas por las MAP quinasas (P38 y JNK) 
y PKA. Diferentes trabajos apoyan esta ¡dea. Por ejemplo las MAP kinasas están 
implicadas en la activación de diferentes factores de transcripción como ELK-1, EGR- 
1, CREB, etc (McCubrey et al., 2000). Así pues, la presencia en el promotor de los 
coactivadores con actividad HAT (pCAF y GCN5) y de los factores de transcripción se 
traduce en un aumento de la acetilación y metílación de histonas asociadas a activa­
ción transcripcional (H4K5Ac, H3K4me2 y H3K4me3)) y el reclutamiento de la RNA 
polimerasa. Finalmente, la unión de CBP al promotor de TNFa implicaría la formación 
de enhanceosoma, actuando este factor no solo como HAT, sino que también como 
un integrador transcripcional, que interactúa con diferentes factores de transcripción y 
con la maquinaria transcripcional (Shiama et al., 1997). Interesantemente, se ha des­
crito en diferentes trabajos que todos los factores de transcripción unidos al promotor 
de TNFa en condiciones de inducción, incluyendo NF-kB, C/EBPp, Sp1, Elk-1 y Egr-1 
pueden interaccionar con CBP (Sheppard et al., 1999; Guo et al., 2001; Song et al., 
2002; Janknecht y Nordheim, 1996).
Este modelo permanece incompleto, debido a la posible presencia de otros 
factores de transcripción que podrían estar implicados en la regulación de tnfa, y que 
en este trabajo no han sido analizados. Sin embargo la comparación de los resultados 
del modelo in vivo con el modelo in vitro presentan ciertas similitudes en cuanto a 
modificaciones y factores de transcripción unidos al promotor a pesar de que los perfi­
les de expresión no son comparables en uno y otro modelo. Por último, hemos de ser 
cautelosos en cuanto a la extrapolación de los resultados del gen tnfa, ya que como
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hemos comentado previamente, este gen presenta una regulación muy compleja y 
dependiente del estímulo de activación y del tipo celular (Tsai et al., 2000).
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1. /Q U É  MECANISMOS MOLECULARES DESENCADENAN Y DESARROLLAN  
LA PANCREATITIS AGUDA NECRÓTICA?
1.1 Del daño de células acinares a la fase de inicio de la Pancreatitis Aguda: 
señales de inflamación locales.
Como ya comentamos en la introducción, se han propuesto diferentes teorías 
para explicar la fisiopatología de la PA (Introducción apartado 11.2.1.1). En la actuali­
dad se acepta que el origen de esta patología es el resultado de un proceso local de 
autodigestión del páncreas generado por la activación de sus propias enzimas, en 
especial del tripsinógeno (Bhatia et al., 2005). Por otra parte, estas enzimas no pare­
cen ser responsables de los efectos sistémicos asociados a la PA ya que, tratamien­
tos destinados a su limitación han fracasado en bloquear la diseminación sistémica de 
la patología (Buchler et al., 1993).
En 1988, Rinderknecht propuso una hipótesis alternativa en la que se postula­
ba que los efectos sobre órganos distantes se producían tras la liberación de media­
dores de la inflamación por células activadas del sistema inmunológico en respuesta 
a la lesión tisular del páncreas (Rinderknecht, 1988). De acuerdo con este nuevo en­
foque fisiopatológico, los leucocitos y macrófagos activados y los mediadores quími­
cos de la inflamación son elementos clave que convierten las señales iniciadas por 
las lesiones locales del páncreas en un proceso sistémico sobre muchos órganos 
(Kusske et al., 1996).
La lesión de las células acinares, originada por la activación del tripsinógeno, 
juega un papel fundamental como señal iniciadora de la respuesta inflamatoria en la 
PA pudiendo incluso condicionar la severidad de la misma según su extensión 
(Gomez-Cambronero et al., 2002). Ese daño celular activa un severo y estricto pro­
grama de señalización que regula la expresión de genes que actúan como mediado­
res de la inflamación en respuesta a condiciones de estrés agudo.
Como se mostró por Wang et al. (1998) in vivo y como hemos puesto nosotros 
también de manifiesto en los cultivos celulares AR42J in vitro, el proceso activa vías
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comunes de señalización intracelular implicadas en la cascada inflamatoria, en espe­
cial a través de la fosforilación de las MAP quinasas. La transducción de la señal acti­
va a su vez la expresión de gran cantidad de genes implicados en la PA que han sido 
descritos tanto en humanos como en diversos modelos experimentales (Kingsnorth, 
1997; Norman, 1998). En nuestro trabajo hemos detallado el complejo y ordenado 
perfil temporal de los genes más importantes relacionados con el inicio de la PA, en­
tre los que se incluyen factores de transcripción (como egr-1 o atf-3), rutas de señali­
zación intracelular (stat3), citoquinas (como tnfa, il-1/3 o il-6), moléculas de adhesión 
(como icam-1) y genes de estrés oxidativo (como nos-2 o xantina oxidasa).
La inducción de la expresión génica requiere la activación de determinados fac­
tores transcripcionales que han sido descritos por diversos autores como NF-kB 
(Steinle et al., 1999; Vaquero et al., 2001), AP-1 (Wulczyn et al., 1996; Vaquero et al., 
2001) o EGR-1 (J¡ ef al., 2003) en páncreas en el curso de la PA. Sin embargo, hasta 
la fecha no se habían caracterizado in vivo los mecanismos por los cuales la estructu­
ra de la cromatina constituye un factor decisivo en la regulación de los promotores de 
los genes implicados en la PA.
En este trabajo hemos intentado aportar cierta luz para desentrañar la compleja 
regulación de los genes implicados en el inicio y desarrollo de la PA, tomando como 
ejemplo de esa complejidad el gen inmediato-temprano egr-1. Sorprendentemente, a 
pesar de tener este gen un perfil de expresión similar en los dos modelos analizados, 
in vivo en páncreas e in vitro en células AR42J, los factores de transcripción unidos al 
promotor del gen presentan ciertos patrones de unión diferentes (V.1.2.2.2.1 y 
V.2.2.1.1.2). Estos resultados podrían explicarse por los drásticos cambios celulares 
asociados al origen de una línea inmortal y a que in vivo el mayor grado de compleji­
dad resultado de las interrelaciones de los distintos tipos celulares que conforman el 
páncreas no se establece en esa línea celular.
A pesar de presentar diferentes patrones de unión de los factores transcripcio­
nales, el estudio del promotor de egr-1 ha permitido esclarecer: 1) las rutas de quina­
sas implicadas en su activación (en especial MEK1/2 y JNK1/2), 2) la existencia de un
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marcado posicionamiento nucleosomal en el promotor, posicionamiento que se modi­
fica durante la activación génica de egr-1 concomitante con la unión del complejo 
remodelante SWI/SNF (BRG-1), 3) la aparición de patrones específicos de acetilación 
en las colas N-terminal de las histonas asociadas a activación del gen y 4) estudios 
de sublocalización celular y microscopía confocal han permitido describir un tipo de 
regulación inédito de EGR-1 en PA caracterizado por su translocación al núcleo du­
rante dicha activación. Este último mecanismo podría ser análogo al descrito para el 
factor de transcripción NF-kB (ver introducción apartado II.2.3.2) (Chen et al., 1995).
El análisis in vivo de los promotores de los genes atf-3 (inmediato-temprano), 
icam-1 (temprano) y tnfa, il-6 y nos-2 (tardío) han mostrado la participación de dife­
rentes factores de transcripción (ATF-2, ATF-3, NF-kB, C/EBPp y SP1 entre otros), la 
unión de la histona acetiltransferasas CBP y un aumento de las aceraciones de his­
tonas en la regulación de la cromatina en los diferentes promotores durante la activa­
ción génica correspondiente. Los datos obtenidos en este análisis están de acuerdo 
con diversos trabajos en los que se describe que diferentes factores de transcripción 
(NF-kB, ATF-2, C/EBPp ó AP-1) reclutan CBP sobre los promotores de diferentes 
genes en donde ejercería su función como acetiltransferasa de histonas y facilitando 
la activación transcripcional (Rahman et al., 2004; Tumer BM, 2001).
El aumento de la severidad del daño pancreático local y el desarrollo de la 
posterior respuesta inflamatoria sistémica se ha asociado a la activación de diferentes 
componentes, entre los que destacan las citoquinas (Norman et al., 1997b), el estrés 
oxidativo (Folch et al., 1998; Rau et al., 2000), la síntesis hormonal (Shimada et al., 
1998) o el sistema inmunológico (Whicher et al., 1982). Entre este conjunto de me­
diadores de la inflamación, las citoquinas proinflamatorias TNFa, IL-1fte IL-6 parecen 
jugar un papel crucial en el desarrollo de las complicaciones locales y sistémicas aso­
ciadas con la PA (Denham et al., 1997; Kusske et al., 1996; McKay et al., 1996). Al 
mismo tiempo, estas moléculas pueden ser iniciadoras de la cascada inflamatoria ya 
que inducen la síntesis y liberación de otras citoquinas (Hallenbeck, 2002; Tanaka et 
al., 1995; Castell et al., 1989). Es de destacar que la administración ¡n vitro de estas
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citoquinas al cultivo de células AR42J no desencadena una respuesta génica compa­
rable al del modelo in vivo que, como indicamos más arriba podria reflejar el mayor 
grado de complejidad de este último modelo.
El hecho de que la administración de TNFa active transcripcionalmente a 
tiempos menores a 6 horas a /cam-1, nos-2 y a su propio gen, ha permitido analizar 
de forma exhaustiva las etapas iniciales de los mecanismos de regulación en estos 
genes. El análisis in vitro indica que son los mismos factores transcripcionales descri­
tos in vivo (NF-kB, C/EBPp, EGR-1 y SP1) los responsables de la regulación de la 
funcionalidad de los promotores de los genes diana estudiados. Este análisis exhaus­
tivo permite conocer asimismo el orden temporal de unión de estos factores, por 
ejemplo, que NFkB se une con anterioridad a C/EBPp al promotor de estos genes y 
que sugieren, como apuntaba (Papin et al., 2003), una acción reclutadora de NF-kB 
sobre otros factores.
Por otro lado, el análisis temporal de los mecanismos epigenéticos de regula­
ción de la cromatina, en concreto las modificaciones de las histonas y la unión de 
complejos HAT, HDAC y remodeladores, permiten proponer modelos de activación 
transcripcional para estos genes. De modo general, la disociación de las HDAC es 
concomitante con la unión de HAT lo cual genera un aumento de la acetilación de las 
histonas que, junto con la unión del complejo remodelador SWI/SNF, facilita el acceso 
de factores de transcripción y de la maquinaria transcripcional. Diversos trabajos han 
aplicado estrategias similares para conocer los mecanismos de regulación de diferen­
tes genes, como nos-2 (Fish et al., 2005), igf2r (Yang et al., 2003) o E-selectina 
(Edelstein et al., 2005). Un aspecto a destacar es que nuestros resultados parecen 
compatibles con la idea del “código de histonas” en que se sugería que la sucesión y 
combinación de las modificaciones de las histonas en el promotor de un gen determi­
nan su respuesta a un estímulo específico (Strahl y Allis, 2000).
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1.2. De la inflamación local al síndrome de respuesta inflamatoria sistémica
Los procesos tempranos de la PA en las células acinares producen un rápido 
deterioro de las estructuras subcelulares lo cual activa un amplio espectro de tipos 
celulares. Esto es especialmente llamativo en las células inmunológicas, como granu- 
locitos, linfocitos y macrófagos, que son capaces de interaccionar con las células 
acinares dañadas. Estos tipos celulares liberan al torrente sanguíneo varios media­
dores inflamatorios, principalmente tnfa, ¡1-1 p e  il-6, que desencadenan la respuesta 
inflamatoria sistémica asociado a la PA en tejidos extrapancreáticos, principalmente 
hígado y pulmón (Weber y Adler, 2001). De hecho, en apoyo de esta idea, se ha des­
crito que los niveles de estas citoquinas proinflamatorias aumentan durante el curso 
de la PA, correlacionadose estos niveles con la severidad de la patología (Mayer et 
al., 2000; Closa et al., 1999).
En nuestro estudio hemos caracterizado la activación transcripcional génica 
que se produce en hígado y pulmón en respuesta a los mediadores pro-inflamatorios. 
Podemos afirmar que, de modo general, los genes implicados en la respuesta infla­
matoria local son también los desencadenantes de esa respuesta en órganos distan­
tes del páncreas. Es de destacar que la activación génica en estos tejidos se encuen­
tra retrasada respecto a la del páncreas, lo que se debería al tiempo necesario que 
requieren los mediadores para arribar a los órganos sistémicos diana. Por tanto, los 
tejidos extrapancreáticos, al sintetizar más citoquinas y potenciar las señales pro- 
inflamatorias, estarían desencadenando junto al páncreas el síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica y, finalmente, el síndrome de disfunción multiorgánica.
1.3. /P o dem o s usar la pentoxifilina como agente terapéutico para limitar las 
respuestas inflamatorias local v sistémica asociadas a la Pancreatitis Aguda?
Se ha descrito recientemente que la administración in vivo de pentoxifilina en 
un modelo de PA leve inducida por ceruleína (Gomez-Cambronero et al., 2002) y en 
un modelo de PA grave inducida por taurocolato (Pereda et al., 2004) se asocia con 
una reducción de los niveles de ascitis, un menor infiltrado inflamatorio y la disminu-
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ción de parámetros asociados a la PA, en concreto los niveles de TNFa en suero. Sin 
embargo, el mecanismo de acción de este compuesto no estaban bien caracterizado 
a nivel molecular.
En el presente trabajo hemos puesto de manifiesto que la administración de 
pentoxifilina en ratas con PA inducida por taurocolato es capaz de inhibir la activación 
de las rutas de quinasas. Parecía de enorme interés en base a estos resultados po­
der conocer el efecto de este compuesto sobre el programa de activación génica des­
encadenado en el páncreas durante la PA. Los estudios realizados mostraron que el 
tratamiento inhibía parcialmente la activación de muchos de los genes diana selec­
cionados. Al profundizar en dichos estudios pudimos analizar su acción sobre la unión 
de factores de transcripción en los promotores de los genes mostrándose una reduc­
ción notable de dicha unión, en especial en el caso de los factores NFkB, C/EBPp y 
SP1.
Los resultados sugieren por tanto que la pentoxifilina debe ejercer su acción 
inhibidora en una etapa inicial de la ruta de transducción de señal activadora del tau­
rocolato. Sin embargo, otros estímulos deben actuar independientemente, los cuales 
no estarían afectados por la presencia de pentoxifilina, ya que la inhibición de la acti­
vación génica es solo parcial. Para abordar este aspecto, se están llevando a cabo 
estudios en los que se administra una combinación de pentoxifilina y otros fármacos 
capaces de afectar el desarrollo de la PA.
En conclusión, estos últimos resultados avalan el posible uso terapéutico de 
la pentoxifilina en las fases iniciales de la PA, o como tratamiento preventivo en pa­
cientes con riesgo de padecerla, al bloquear los estímulos pro-inflamatorios genera­
dos en esas fases tempranas.
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Vil. Conclusiones
1. Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha desarrollado una m etodo­
logía novedosa denominada R N A p o l - C h I P  y que permite conocer la tasa de 
transcripción en tiempo real, evitando algunas de las desventajas asociadas a 
las técnicas clásicas.
2. Respecto a los cambios en la estructura y funcionalidad de la cromatina en 
los promotores de genes diana en páncreas de rata en el curso de la pancreati­
tis aguda, se han obtenido los siguientes hallazgos.
2.1.- La activación de los genes implicados en la respuesta inflamatoria se 
produce de forma secuencial, permitiendo la clasificación de estos genes en 
tres grupos: genes inmediato-tempranos (egr-1, atf-3), genes tempranos 
(icam-1) y genes tardíos (tnfa, il-6, nos-2).
2.2 - La inducción de la mayoría de los genes (egr-1, atf-3, icam-1, tnfa, il-6 y 
nos-2) está regulada por cambios en los niveles de acetilación (principalmen­
te H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac) y metilación (H3K4me3) de histonas en los 
promotores de los genes correspondientes. Estos niveles están controlados 
por los complejos HAT (CBP) y HDAC (Sin3A).
2.3.- La inducción de los genes egr-1, atf-3, icam-1, tnfa, il-6 y nos-2 está 
también mediada principalmente por la unión de factores de transcripción 
SP1, NF-kB, C/EBPp, EGR-1, ATF-3 a los promotores génicos.
3. Hemos descrito los siguientes mecanismos de regulación de la cromatina en 
genes inducidos por taurocolato o TNFa i n  v i t r o  en cultivos de células AR42J.
3.1.- Los genes activados transcripcionalmente en células AR42J tratadas 
con taurocolato sódico son principalmente egr-1 y c-fos. Mientras que el tra­
tamiento con la citoquina TNFa induce genes como icam-1, nos-2 y tnfa. De­
be destacarse la presencia de un feedback positivo de TNFa.
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3.2.- Los mecanismos implicados en la inducción de los genes egr-1, icam-1, 
nos-2 y tnfa en células AR42J son, tanto el aumento de ciertas modificacio­
nes de las histonas, principalmente acetilación (H3K9ac, H3K14ac, H3K18ac, 
H4K5ac) y metilación (H3K4me2 y H3K4me3), como la unión de los factores 
de transcripción EGR-1, SP1, NF-kB, ELK-1, ETS-2 y C/EBPp a los promoto­
res correspondientes. Adicionalmente, el aumento de los niveles de acetila­
ción se ha correlacionado con la unión de los complejos HATs (CBP, pCAF y 
GCN5) y la disociación de las HDACs (HDAC1, HDAC2 y HDAC3).
3.3.- Las principales rutas de señalización responsables de la inducción de 
egr-1, icam-1, nos-2 y tnfa son las rutas de MAP quinasas (ERK1/2, P38 y 
JNK1/2), la ruta de NFkB y en el caso puntual del gen tnfa, también la ruta de 
pKA.
3.4.- En el análisis del posicionamiento nucleosomal en el promotor de egr-1 
se ha observado la presencia de dos nucleosomas posicionados, el primero 
alrededor de los sitios de unión para SP1 y CREB (aprox. entre -150 y -300 
pb) y el segundo alrededor de un sitio de unión para EGR-1 (aprox. entre 
-650 y -500 pb). Además, durante la activación del gen se produce un cambio 
en la probabilidad nucleosomal que podría sugerir un desplazamiento nucleo­
somal que probablemente favorece la asociación de factores transcripciona- 
les al promotor de egr-1.
3.5.- La funcionalidad del factor EGR1 está regulada no sólo a nivel transcrip­
cional sino que también mediante su localización subcelular. En células no 
estimuladas, EGR-1 se encuentra localizado en el citoplasma, mientras que 
en células tratadas con taurocolato se produce su translocación al núcleo.
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4. En relación a la respuesta génica extrapancreática en el curso de la pancrea­
titis aguda.
4.1.- Hemos descrito la inducción tardía, respecto al páncreas, de diferentes 
genes (entre ellos egr-1, atf-3, icam-1, il-6, tnfa y nos-2) tanto en hígado como 
en pulmón durante el desarrollo de esta patología.
5. Mecanismo de acción de la pentoxifilina.
5.1.- La pentoxifilina disminuye la expresión de los genes egr-1, atf-3, icam-1, 
il-6, tnfa y nos-2 en la pancreatitis aguda inducida por taurocolato. Este efecto 
inhibidor está mediado por la reducción de la unión de los factores NF-kB, 
SP1 y C/EBPp a los promotores de los genes correspondientes.
5.2- La pentoxifilina ejerce su acción inhibiendo las rutas de señalización de 
ERK1/2 y JNK1/2.
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ABSTRACT
We describe a procedure, RNAPol-ChIP, to measure 
actual transcriptional rate. It consists of the detec- 
tion, by chromatin immunoprecipitation (ChIP), of 
RNA polymerase II within the coding región of 
genes. To do this, the DNA immunoprecipitated  
with polymerase antibodies is analysed by PCR, 
using an amplicon well within the coding región 
of the desired genes to avoid interferences with 
polymerase paused at the promoter. To valídate 
RNAPol-ChIP, we compare our results to those 
obtained by classical methods in several genes 
induced during either liver regeneration or acute 
pancreatitis. When short half-life mRNA genes are 
studied (e.g. c-fos  and egr1), RNAPol-ChIP gives 
results similar to those of other procedures. 
However, in genes whose mRNA is more stable 
(e.g. the hemopexin, hpx, gene) RNAPol-ChIP 
informs on real-time transcription with results 
comparable to those of methods such as nuclear 
run-on or run-off, which require the isolation of 
highly purified nuclei. Moreover, RNAPol-ChIP 
advantageously compares with methods based on 
the analysis of steady-state mRNA (northern blot or 
RT—PCR). Additional advantages of RNAPol-ChIP, 
such as the possibility of combining it with 
classical ChIP analysis to study transcription- 
associated changes in chromatin are discussed.
INTRODUCTION
The study of the regulation of gene expression in eukaryotes 
is now one of the topics to which enormous personal and 
economic efforts are being dedicated. In view of the
increasing evidence that chromatin structure plays a decisive 
role in regulating gene expression, there is an increasing 
tendency to simultaneously study both structural and func- 
tional aspects of gene regulation. As an illustrative fact, it 
may be mentioned that more than 400 review articles have 
been dedicated to this issue in the top joumals in the last 5 
years.
The studies on the regulation of gene expression require 
the quantification of transcriptional rate, which usually 
involves the detection of specific mRNAs. The methods 
commonly used for this purpose are northern blotting and 
in  s itu  hybridization (1), RNA protection assay (2,3), 
semi-quantitative and quantitative RT-PCR (4—6) and 
nuclear run-oiVoff (7,8). The pros and cons of all these 
techniques have been discussed in many reviews [see, for 
instance, ref. (9)].
Northern blotting, because of its relative ease, is widely 
used. However, it presents some limitations resulting from 
the difficulty to control the efficiency of RNA transfer and 
blotting to membranes, as well as from ill-defined factors that 
affect the probe hybridization to nucleic acids on a solid sup- 
port. In  s itu  hybridization is based on the same principie as 
northem blot and it is the solé technique that allows location of 
transcripts to specific cells within a tissue. These two techni­
ques are not sensitive enough to detect low-level gene expres­
sion and they are not accurate enough to quantify the full range 
of gene expression.
RNase protection assays involve the hybridization of a 
labelled probe to the target mRNA. Its sensitivity is at least 
10-fold higher than northem blot, thus allowing the low- 
abundant mRNAs to be detected (10,11). However, the 
procedure is time consuming as it has to be optimized for 
each target mRNA.
RT-PCR-based assay is now, due to its unparalleled sensi- 
tivity, the technique of choice to quantify low-abundance 
mRNAs and to detect it in a small number of cells (9,11). 
Several variables that influence amplification, such as
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PCR cycling conditions, concentrador! of the reactives or 
oligonucleotide composition (12), must be determined and 
controlled. Moreover, due to the sensiuvity of RT-PCR, 
very small amounts of genomic DNA contamination in an 
RNA preparation may serve as a témplate for amplification 
and produce artefactual results.
In all of the above-mentioned techniques, only the steady- 
state levels of the mRNA are determined, as pointed out by 
Busdn (5). In mammalian cells, there are different mechan- 
isms leading either to selective mRNA stabilization or to 
enhanced degradation (13), which result in the half-life of a 
given mRNA to range from 20 min to 24 h. It has been found in 
a recent analysis of the mRNA level in stress-regulated genes 
that changes in transcription affect 47% of the genes, while the 
stability of mRNA has an effect in ~53% of them (14). To 
avoid these difficulties, run-on or nuclear run-off transcription 
assays are often used to study transcription at real dme. These 
approaches allow measuring the transcriptional activity of a 
given gene in its genuine structural and regulatory cellular 
context (7,8). However, serious problems in the interpretation 
of results can arise from the artificial activation of paused 
RNA polymerase during transcriptional reaction. Eick et al. 
(15), using the human proto-oncogene c-myc as an example, 
showed that activation of paused, elongation-incompetent 
polymerases produces a strong signal in cells that do not 
express c-m yc, due to the artefactual transcription of the 
first exon. On the other hand, nuclear run-on requires the 
isolation of purified nuclei, which may represent an additional 
difficulty in some cells or tissues.
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) is a powerful 
approach that allows the analysis of the interaction of tran­
scriptional factors and chromatin-regulator complexes with 
DNA in living cells, thereby providing a /¿ve ce ll p ic tu re  of 
the native chromatin structure and factors bound to genes in 
different functional States [see, for instance, ref. (16)]. Typic- 
ally, ChIP methodology first involves the protein-protein and 
protein-DNA crosslinking. Isolated, crude chromatin is then 
sonicated to yield small fragments, normally of 300-1000 bp 
of average size. Antibodies against a protein that supposedly 
binds to a given tract of DNA are then used to immunopre- 
cipitate fragments of chromatin. PCR analysis of the immuno- 
precipitate, using oligonucleotides spanning the desired DNA 
sequence, reveáis whether that protein is actually bound 
in v ivo  to that DNA región.
We describe in this work a novel application of the ChIP 
methodology, which we have called RNAPol-ChIP, consist- 
ing of the detection of RNA polymerase II within the coding 
región of the genes. The procedure, simpler than nuclear 
run-on or run-off, allows the quantification of actual tran­
scriptional rates of target genes and circumvents the disad- 
vantages of methods measuring just the steady-state mRNA 
level. We report the results obtained with RNAPol-ChIP in 
the analysis of the transcription of several genes (c-fos, e g r l 
and hpx, the hemopexin gene) in different experimental 
models. While our results are similar to those obtained 
by classical methods in genes with short half-life mRNA, 
such as c-fos and e g r l, the results with hpx, whose mRNA 
has a very long half-life, reflect the actual transcriptional 
rate and its results are markedly different from those 
obtained with methods based on the detection of steady- 
state mRNA levels.
MATERIALS AND METHODS
Biológica! materials
Male Wistar rats of ~250 g were used in the experiments of 
liver regeneration after partial hepatectomy (PH) and in the 
acute pancreatitis induced by taurocholate. Rats were cared 
and handled according to the ‘Current Protocols for Protection 
of Animáis Used for Experimental and Other Scientific Pur- 
poses’ (Council Directive 86/609/EEC).
Crosslinked chromatin preparation
Liver regeneration was induced by 2/3 PH, as described by 
Higgings and Anderson (17), under intraperitoneal anaesthesia 
with ketamine (100 mg/kg body weight) and acepromazine 
(2.5 mg/kg body weight). Rats were sacrificed at the indicated 
times after PH. Livers were excised and treated with 1% for- 
maldehyde for 12 min to crosslink the chromatin and the 
reaction was stopped by adding glycine to a final concentration 
of 0.125 M. The liver tissue was disaggregated with aDounce 
homogenizer, passed through a 200 |i.m pore filter and cen- 
trifuged at 1500 g  for 5 min. The cell pellet was resuspended in 
cell lysis buffer (85 mM KC1, 0.5% NP40, 5 mM HEPES pH 
8.0) supplemented with a protease inhibitor cocktail, incu- 
bated on ice for 15 min and centrifuged at 3500 g for 5 min 
to pellet the nuclei. The pellet was resuspended in nuclear lysis 
buffer (10mMEDTA, l%SDS,50mMTris-HCl, pH 8.1) at a 
ratio 1:1 (v/w) relative to the initial tissue weight, incubated 
on ice for 10 min, aliquoted in 1 mi ffactions and stored at 
—80 °C until use for RNApol-ChIP.
Acute pancreatitis was induced by retrograde infusión of 
3.5% sodium taurocholate (Sigma) into the biliopancreatic 
duct as described by Aho et a l. (18). The correct induction 
of the acute pancreatitis was confirmed by anatomo- 
pathological studies of the páncreas and by measurement of 
Iipase and amylase activities in blood serum. The pancreases 
from sham-operated rats and from animals after 0,1 and 6 h of 
taurocholate treatment were fixed in 1% formaldehyde for 10 
min. The crosslinking reaction was stopped with 0.125 M 
glycine (final concentration) and the samples were processed 
as describe before for liver.
RNApol-ChIP procedure
Crosslinked chromatin (1 mi of each sample) was sonicated on 
ice with 7 (liver) or 5 (páncreas) pulses of 10 s and 40% 
amplitude in a Vibra-Cell VCX-500 sonicator (Sonics and 
Materials). The average chromatin size of the fragments 
obtained was ~500 bp. The sonified chromatin was centri­
fuged at 14,000 g for 10 min and the supematants, containing 
soluble chromatin fragments, were diluted 10-fold with dilu- 
tion buffer (165 mM NaCl, 0.01% SDS, 1.1% Tritón X,
1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.0) supplemented 
with protease inhibitor cocktail (Sigma). The diluted chroma­
tin fractions were precleared by adding 30 pl/ml of protein A l 
G agarese (Amersham Biosciences) (previously blocked dur­
ing 1 h with 100 ,u.g/ml X-DNA, 500 jig/ml tRNA, 1 mg/ml BSA) 
and kept for 4 h at 4°C on a rotating píate. The suspensions 
were then centrifuged at 14,000 g for 30 s to discard non- 
specifically-bound chromatin fragments. Aliquots from the 
supernatant (equivalent to 50 |J.g DNA) were taken, incubated 
with 2 ttg of RNA pol II antibody (Santa Cruz, sc-899) and
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left to stay ovemight at 4°C under rotation. The samples were 
then incubated with 50 p.1 of blocked protein A/G agarose 
under rotation for an additional period of 4 h. The immuno- 
complex, containing chromatin fragments/a-RNA pol II/pro- 
tein A/G agarose, was recovered by centrifugation at 14,000 
g for 30 s, washed twice with low-salt buffer (150 mM NaCl, 
0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM 
EDTA, 50 mM Tris-HCl), twice with high-salt buffer 
(500 mM NaCl, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Nonidet 
P-40, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl), twice with LiCl 
buffer (250 mM LiCl, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% 
Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl) and finally 
twice with TE buffer (0.25 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl). 
During each washing, the suspensión was kept under rotation 
for 5 min at 4°C. An aliquot of the crosslinked chromatin was 
treated as above, but in the absence of the antibody (N oA h  
fraction) and the first supematant, after the preclearing with 
protein A/G agarose, was saved as In p u t fraction. The immu- 
noselected chromatin was eluted from the protein A/G agar­
ose in two consecutive steps by adding 100 jal of elution 
buffer (1% SDS, 100 mM NaHS03) each, with 30 s of 
vigorous vortexing. Both supematants were combined 
(immunoprecipitated, IP  fraction) and incubated at 65°C 
ovemight to reverse formaldehyde crosslinks. The DNA 
from all these samples was purified with a PCR purification 
kit (Qiagen) and used for semi-quantitative or quantitative 
PCR analysis of the target genes. We routinely tested the 
specificity of chromatin immunoprecipitation by checking the 
presence of RNA polymerase II in the IP  fraction by western 
blotting analysis, carried out with the antibody used to immu- 
noprecipitate the chromatin fragments. In some instances, we 
checked by western blot analysis that the RNA polymerase 
phosphorylated at serme 2 of the C-terminal domain (CTD), 
an elongation-specific isoform of the enzyme, is also present 
in the immunoprecipitates prepared for RNApol-ChIP. To do 
this, an antibody directed against this modified isoform (H5 
MMS-129R, Covance) was used. In some cases, RNApol- 
ChlP was carried out by direct, selective immunoprecipitation 
of the elongating polymerase, by using the latter antibody.
PCR analysis of immunoprecipitated chromatin
Input, IP  and N oA b  fractions were analysed by PCR with the 
appropriated primer pairs to amplify producís of 180-300 bp 
in length, corresponding to either the promoter or coding 
regions of the target genes. For the analysis 1: 5000 dilutions 
of the In p u t and 1 : 30 of the IP  and N oA b  fractions were used. 
Primer sequences were as follows: c-fos promoter, forward 
5'-GGGAAAGCGCTCCCGAATGC-3'and reverse 5'-GCA- 
CCCTCAGAGTTGGTGC-3' (286 bp product); c-fos coding 
región, forward 5'-TGGACTTGACTGGGGGTCTG-3' and 
reverse 5'-CAGGTCCACATCTGGCACAG-3' (221 bp 
product, fragment within exon 3); fi-a c tin  promoter, forward 
5'-TTCTACGTTTCCATCCAAGCCGT-3'and reverse 5'-TT- 
TCTTGTTCGAAGTCCAAGTCCAAGG-3' (223 bp prod­
uct); fi-a c tin  coding región, forward 5'-AGAGCAAGA 
GAGGCATCCTG-3'and reverse 5'-GGGTCATCTTTTCA- 
CGGTTGG-3' (186 bp product, fragment within exon 2); 
a -a c tin  promoter, forward 5'-AGGATTCCTACGTGGGC- 
GAC-3'and reverse 5'-TAGAGAGACAGCACCGCCTG-3' 
(200 bp product); hpx  coding región, forward 5'-GGCTTTG-
GTGGCTGGACCTG-3' and reverse 5'-ACTTTCTGGGGC- 
TGAGGCAG-3' (226 bp product, fragment within exon 10); 
e g r l coding recion, forward 5'-CAGAAGCCCTTC- 
CAGTGTCG-3' and reverse 5'-GATGGGTAGGAGGTAGC- 
CAC-3' (263 bp product, fragment within exon 2).
PCR fragments were size-fractionated by 2% agarose gcl 
electrophoresis, stained with ethidium bromide and analysed 
with a FLA3000 electronic autoradiography system (Fujifilm) 
using Image Gauge V3.12 software.
RNA isolation and analysis of nucleic acid level by 
RT-PCR and quantitative PCR
Total RNA was isolated by the guanidinium thyocianate 
method (19). In the case of the páncreas, the tissue was pre- 
viously immersed in 1 mi of RNA-later solution (Ambion) to 
stabilize the RNA. The isolated RNA (2 (ig/lane) was size- 
fractionated by electrophoresis in a 1% agarose/formalin gel 
and stained with ethidium bromide to assess the quality of the 
RNA. The cDNA used as témplate for amplification in the 
PCR assay was constructed by reverse transcription reaction 
using SuperScript II (Invitrogen), with random hexamers as 
primers, starting with equal amounts of RNA. As a PCR inter- 
nal control, 18S rRNA was simultaneously amplified. To 
obtain similar PCR band intensities competitor oligonucleo- 
tides were added to the assay in a proportion 3/7 (normal 18S 
rRNA oligonucleotides/competitor 18S rRNA oligonucleo- 
tides). The competitors correspond to the same 18S rRNA 
oligonucleotide sequence, except that their 3 ' termini were 
blocked with an amino group.
Real-time quantitative PCR, was performed using double- 
stranded DNA binding dye Syber Green PCR Master mix 
(Applied Biosystems) in an ABI GeneAmp 7000 Sequence 
Detection System. Each reaction was run in triplicate and 
the melting curves were constructed, using Dissociation 
Curves Software (Applied Biosystems), to ensure that only 
a single product was amplified. As quantitative RT-PCR con­
trol 18S rRN A  was also analysed.
RESULTS
Principie of the technique
The RNApol-ChIP approach for transcription analysis consists 
of the detection of the RNApol II presence in the coding región 
of target genes. The method uses the ChIP technique with an 
antibody against RNApol II. Since the average size of sonic­
ated chromatin is ~500 bp (Figures 1A and 3A), the PCR 
analysis of the immunoprecipitate shouid be performed by 
using oligonucleotides spanning a región far enough within 
the coding región (>1000 bp from the start of transcription) to 
avoid immunoselection of non-elongating, paused RNApol II 
at the promoter of the target genes.
Experimental validation of RNAPol-ChIP assay
Gene tra nscrip tio n  d u ring  liv e r  regeneration. To valídate the 
RNApol-ChIP assay for the analysis of gene transcription, we 
studied several genes of known expression pattem, and com­
pared the results with those obtained with some of the classical 
methods described in the literature. Figure 1 shows the results 
of c-fos gene transcription analysis in liver tissues after PH.
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Under these conditions, c-fos is expressed as an immediate- 
early gene [reviewed in ref. (20)]. The RNApol-ChIP analysis 
was carried out by measuring the binding of the RNA pol I I  to 
the coding región of the gene. The measurement was done by 
PCR, using an amplicon within the exon 3 or, more accurately, 
by quantitative PCR within the same región (Figure 1A). In 
accordance with the data of other authors, the expression of 
c-fos, as measured by the RNApol-ChIP assay in the coding 
región, increases immediately after PH and passes a máximum 
at 1 h, which is followed by a decrease until 3 h after PH. A 
second, but smaller increase, was observed later after PH 
(Figure IA). At this point, it has to be taken into account 
that the half-life of c-fos mRNA is very short. For instance, 
the early data of Rahmsdorf et a l. (21) showed that this half- 
life in human fibroblasts is 9 min. This fact explains why the 
data obtained by RNApol-ChIP substantially agree with those 
of RT-PCR (Figure IB). Interestingly, RNA polymerase II is 
continuously bound to the c-fos promoter (Figure 1A). This 
result is in accordance with the idea that the gene is a ‘poten- 
tially active gene’ , in which RNA pol II is paused at the 
promoter, waiting for the correct cellular signal to start tran­
scription. As mentioned above, this may be a cause of artefacts 
when nuclear run-on is used to determine the transcriptional 
rate (15). Similar results (unpublished data) were obtained in 
the analysis of c-m yc, another immediate-early gene in liver 
regeneration (20) with short half-life mRNA.
When the gene of P-actin, which is constitutively transcribed 
during liver regeneration, was analysed with RNApol-ChIP, a 
permanent binding of the enzyme was observed both in the 
promoter and in the coding región of the gene (Figure 1A), 
in contrast to the behaviour of c-fos. The analysis of a-actin 
gene as a negative control is also shown in Figure 1A.
Contrary to the above results, when genes whose mRNA is 
more stable are studied, RNApol-ChIP eludes the inconve- 
niences of northem blot analysis and RT-PCR and gives 
results similar to those obtained by nuclear run-on/off. 
This is the case of hpx gene, whose half-life is significantly 
greater than 12 h (22). Figure 2A shows that RNA pol II, 
which is absent from the coding región in the liver of control 
animals, appeared bound between 3 and 12 h after PH, and it 
retums to the basal level 24 h post-PH (Figure 2A). When the 
mRNA level was measured by RT-PCR (Figure 2B), an 
increase over the basal concentration is also observed 3 h 
after PH. However, the máximum occurs at 24 h, and the level 
is still relatively high 48 h after PH. The above data, obtained 
by RT-PCR, are identical to those found by Albrecht et al. 
(22) by northem blot. These results clearly show that the 
measurement of the steady State level of mRNA does not 
correlate with the ac tu a l transcriptional process. For instance, 
24 h after PH, when the máximum level of mRNA is reached 
(Figure 2B), transcription has already ceased, as revealed 
by the absence of RNA pol II from the coding región of 
the gene (Figure 2A).
Gene tra nscrip tio n  d u ring  acute pa n c re a titis . We next stud­
ied the applicability of RNApol-ChIP to other experimental 
systems. The induction of acute pancreatitis results in the 
immediate-early induction of several genes, such as c-fos  
and e g r l (23). Páncreas is an adequate biological material 
for this study, because its elevated RNase activity may 
make the isolaúon of mRNA, a mandatory step for
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RT-PCR analysis, highly problematic. To avoid degradation, 
■ a previous stabilization of RNA in the tissue with RNA later is 
required for RT-PCR analysis, as described under Materials 
and Methods. Both RT-PCR and quantitative RT-PCR
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(Figure 3B) analysis starting with stabilized samples show that 
c-fos and e g r l mRNAs appeared 1 h after the onset of pan­
creatitis to rapidly decrease at later times, and that their pre- 
sence is almost negligible after 6 h. RNApol-ChIP gave 
identical results (Figure 3A), with the difference that no 
RNA stabilization step is required. The behaviour of c-fos  
gene in páncreas differs from that observed in regenerating 
liver in that the RNA polymerase is not paused at the promoter 
of the inactive gene (results not shown).
We have also carried out an RNApol-ChIP of the pancrea­
titis samples with an antibody directed against the elongation- 
competent RNA polymerase isoform, i.e. phosphorylated at 
the serine 2 of CTD. The semi-quantitative PCR analysis of the 
IP  samples for amplicons from the c-fos gene gave results 
similar to those of ¡Figure 3A (data not shown). As expected, 
no signal was obtained from the promoter because phosphor- 
ylation in CTD serine 2 only occurs after the polymerase has 
started transcription [reviewed in ref. (24)].
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DISCUSSION
We describe in this paper a novel applicarion of the ChIP 
methodology to the study of gene transcription in real time. 
This procedure uses the presence of RNA pol II within the 
coding región of the target genes as a way to measure tran­
scription. The selected región has to be far away the transcrip­
tion initiation site (>1000 bp) to avoid the selection of 
chromatin fragments in which the RNA pol II may be paused 
at the promoter of the gene. Of course, this is not the first time 
that ChIP analysis was used to detect the presence of RNA 
polymerase in the coding regions of some genes, but the aim of 
the previous reports was markedly different from our purpose. 
For instance, the ChIP technique has been used to study the 
role of the chromatin-remodelling yeast ATPase Iswlp in the 
elongation process (25) and also to map the changes in CTD 
phospborylation along the genes (26,27) but, to the best of our 
belief, the detection of RNA polymerase within the coding 
región of genes as a method to quantify transcription consti- 
tutes a novel way of using the ChIP assay.
We have validated the RNApol-ChIP assay by comparing 
its results with those obtained by classical methods in two rat 
experimental systems that affect the level of gene expression: 
liver regeneration after PH, and acute pancreatitis induced by 
taurochoiate. PH, stimulates liver cells to proliferate and gen­
erales an extensive sequential process of gene expression 
(20,28-30). Some of the immediate-early or primary response 
genes, such as c-fos, c-m yc , ju rtB  and ju n D , exhibit a very 
rapid and significant enhancement of their mRNA ievels when 
cells are induced to proliferate. The induction of acute pan­
creatitis either by caerulein or taurochoiate also results in the 
up-regulation of several genes, as recently demonstrated by 
Ji et a l. (23) using DNA microarrays. The level of c-fos mRNA 
increases three to four times after 1 h of pancreatitis depending 
on the method of inducing it. The e g r l gene, which codes for a 
transcriptional factor playing a pivotal role in regulating 
inflammatory parameters (31), is also immediately up- 
regulated after the onset of pancreatitis (23). A ll these factors 
led us to select c-fos  and e g r l as the target genes of our study in 
both, liver regeneration and acute pancreatitis. As a model of 
gene with a long mRNA half-life (>12 h), we selected the 
hemopexin gene (hpx), which is also induced in liver 
regeneration, albeit at a later time (22).
When short-life mRNA genes (e.g. c-fos and erg1) were 
analysed, the results obtained by RNApol-ChIP and by RT- 
PCR were identical. The induction of e rg l occurs shortly after 
the onset of acute pancreatitis and reaches a máximum at 3 h, 
to decline to basal valúes at 6 h (Figure 3). The induction of 
c-fos gene in acute pancreatitis follows a similar pattern, which 
is in tum almost identical to that shown by this gene in liver 
regeneration (Figure 1). In all these experiments, quantitative 
RT-PCR and quantitative PCR analysis of the RNApol-ChIP 
data gave almost identical results. However, when the tran­
scription of hpx was studied, RNApol-ChIP gave results mark­
edly different from those obtained by RT-PCR (Figure 2). Our 
results are identical to those found by Albrecht et a l. (22) using 
nuclear run-off analysis (compare Figure 2A  with Figure 2 of 
the Albrecht et a l. paper).
The precedent paragraphs summarize the first group of 
advantages of our procedure. RNApol-ChIP can be used, in 
combination with quantitative PCR, to measure transcriptional
rate with accuracy similar to that of other procedures. More- 
over, when the stability of gene transcripts results in a long 
half-life for mRNAs, RNApol-ChIP circumvents the incon- 
veniences of methods based on evaluation of the level of 
steady-state mRNA, and gives results comparable to those 
of nuclear run-on or run-off in the measuring of real-time 
transcription. Nevertheless, the latter techniques require the 
isolation of highly purified nuclei, which is not necessary 
in the RNApol-ChIP procedure. The possibility of using RNA­
pol-ChIP in pancreatitis with no need for stabilizing RNA 
against RNase digestión shows that our method can be easily 
employed in samples with high RNase content. Some other 
inconveniences of the classical techniques to evalúate tran­
scriptional rate, which have been mentioned in the introduc- 
tion, can also be avoided by using RNApol-ChIP. Among 
them we may emphasize the artefactual activation of paused 
RNA polymerase during the transcriptional reaction in run-on 
experiments. It has been mentioned that this may cause trou- 
bles in studying the transcription of c-m yc (15). In our method, 
however, in spite of the permanent presence o f RNA pol II on 
the promoter, RNApol-ChIP allowed us to sepárate the signáis 
of the presence of the enzyme on the promoter, a consequence 
of pausing, and on the coding región, which reflects the actual 
transcription of the gene (Figure 1A).
Our method possesses the additional advantages that a sin­
gle preparation of chromatin may be used for immunopreci- 
pitation with many antibodies, providing information on 
chromatin structure and on the factors bound to it. Moreover, 
a single immunoprecipitation with an anti-polymerase anti­
body may afford the study of as many genes as desired simply 
by using different specific primer pairs for PCR analysis. The 
coincidence of the results obtained for the coding región of the 
c-fos gene in acute pancreatitis with two antibodies, namely 
one directed against RNA polymerase and another one against 
its isoform phosphorylated at serine 2 offers an additional 
proof of the validity of the method proposed in this paper. 
At first glance, it would seem preferable to systematically use 
the second antibody for RNApol-ChIP, but we prefer to immu- 
noprecipitate with the general antibody, because a single 
immunoprecipitate can be used for the quantification of 
transcription and for the detection of polymerase paused at 
the promoter.
Apart from the experiments described here, we have 
checked the utility of the RNApol-ChIP technique in other 
experimental systems, such as the stimulation of the MLP29 
hepatocyte precursor cell line with phorbol esters (G. Tur and 
J. L. Rodríguez, unpublished results).
It has not escaped our attention that RNApol-ChIP might be 
used in combination with DNA microarrays, to analyse the 
global changes in gene expression induced by different treat- 
ments or physiological conditions. Experiments to check this 
possibility are now being carried out in our laboratory.
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